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ACQ   upitnik za procjenu kontrole astme (engl. asthma control questionnaire) 
 
BAL  bronhoalveolarni ispirak 
 
BHR                bronhalna hiperreaktivnost 
 
DTT  ditiotreitol  
 
ECE  endotelin konvertirajući enzim 
 
ECM   izvanstanična stroma (engl. exstracelular matrix) 
 
ECP  eozinofilni kationski protein 
 
EDTA            natrijeva sol etilendiamin tetraoctene kiseline  
 
ET-1  endotelin-1 
 
ETA i ETB endotelinski receptori 
             
FEV1  forsirani ekspiracijski volumen zraka izdahnut u 1. sekundi 
                                       
FEF50  forsirani ekspiracijski protok pri 50% VC 
 
FVC  forsirani vitalni kapacitet 
 
GINA  Globalna inicijativa za astmu  
 
IS  inducirani iskašljaj (engl. induced sputum) 
 
ICS  inhalacijski kortikosteroidi 
 
KOPB  kronična opstruktivna plućna bolest 
 
MMP  matriksne metaloproteinaze 
 
NANK            neadrenergički-nekolinergički autonomni živčani sustav  
 
NEP  neutralna endopeptidaza 
 
NKA  neurokinin A 
  
NO  dušikov oksid  
 
 




PBS otopina natrijevog klorida u fosfatnom puferu (engl. phosphate buffered                   
saline) 
 
PEF  vršni ekspiracijski protok 
 
SP  supstancija P 
 
TIMP  tkivni inhibitor metaloproteinaze 
 
VAS  vizualna analogna skala 
 
VC  vitalni kapacitet 
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1. 1. Astma kao javnozdravstveni problem i znanstvenoistraživački izazov 
 
Izdajnički wheezing prepoznat je davno kao puhanje bolesnog vjetra kroz lako 
razdražljive dišne putove suženog lumena i zadebljane stjenke. Prema procjenama i izvješću 
međunarodne stručne skupine, u svijetu od astme boluje oko 300 milijuna ljudi. Iako neka 
istraživanja pokazuju da je porast možda dosegao vrhunac, prema nekim predviđanjima 
očekuje se da bi u narednih 20 godina broj oboljelih mogao narasti za još 100 milijuna (1). 
 Dosege toga javnozdravstvenog problema upotpunjuju činjenice da bolest izrazito 
narušava kvalitetu života bolesnika, a veliki troškovi liječenja ekonomski bitno opterećuju 
bolesnike, zdravstveni sustav i društvo (2). 
  Spoznajom da se u podlozi kliničkih zbivanja nalazi kronična upala dišnih putova, 
učinjen je ogroman napredak u razumijevanju bolesti, a time i njezinu liječenju. Smjernice 
Globalne inicijative za astmu (GINA) (1) svojim sveobuhvatnim programom zasada s velikim 
uspjehom utječu na prepoznavanje i kontrolu bolesti. Međutim, nemogućnost potpune 
kontrole astme ukazuje da još uvijek postoje ključne nepoznanice i potreba da se odgovori na 
još mnoga važna istraživačka pitanja. Među njima su osobito bitna ona iz područja složenih 
patogenetskih mehanizama kojih su nam potankosti još uvijek nepoznanica.  
 Biotehnološki razvitak u području molekularne biologije i drugih znanosti, 
posljednjih je godina omogućio precizan uvid u upalna zbivanja na dotad nepoznatoj razini. U 
središtu su istraživanja upalne i strukturne stanice, medijatori, citokini, neuropeptidi, 
receptori, geni, transkripcijski čimbenici te mnoge druge sastavnice složenog upalnoga 
zbivanja. Različitim izravnim i neizravnim metodama potvrđena je prisutnost i određena 
obilježja pokazatelja aktivne imunološke upale, a nastojanja idu u smjeru da se potvrdi i 
njihova veza s tijekom i ishodom bolesti. Iako je u ovom trenutku mala praktična korist od 
dosadašnjih spoznaja, smatra se nužnim nastaviti istraživanja radi pronalaska jednostavne, 
neinvazivne i izravne metode i pokazatelja upalnoga zbivanja, koja bi pronašla svoje mjesto, 
ne samo u istraživačkom radu, nego i u kliničkoj praksi.  




1.1.1. Složenost nastanka astme 
 
Današnje shvaćanje patogeneze astme je da je karakteristična imunološka upala 
stijenke dišnih putova odgovorna za smanjenje protoka zraka i bronhalnu hiperreaktivnost 
(BHR). Upala je vrlo složena u nastanku, reguliranju i rezultatu, a jednom uspostavljen proces 
upale trajno se održava. 
Glavna su obilježja upale: kronična aktivacija upalnih stanica, izmijenjen epitel koji 
ima smanjenu sposobnost obnavljanja,  strukturne promjene nazvane remodeliranje (3).  
Smatra se da astma najvjerojatnije nastaje složenim međuodnosom više različitih gena 
i okolišnih čimbenika. Genetske promjene u podlozi astme još uvijek nisu sasvim 
rasvijetljene. Uočena su kromosomska područja i polimorfizam mogućih gena povezanih s 
astmom, razinom IgE-a i odgovorom na liječenje astme. Od 1990.g., kada su uočena prva 
kromosomska područja povezana s astmom, istražuje se radi prepoznavanja gena za 
inicijaciju, progresiju i težinu bolesti i povezanost s okolišnim čimbenicima. Izvještava se da 
je više od 70 mogućih varijanti gena povezano s različitim fenotipovima astme. Istraživanja 
na blizancima pokazala su da postoji snažna međusobna povezanost između astme, atopije i 
bronhalne hiperreaktivnosti koja se tumači preklapanjem gena koji su odgovorni za svaku od 
navedenih pojava (4).  
Jednako tako okolišni čimbenici na složen način utječu na ekspresiju gena i nastanak 
fenotipa astme i atopije. Mnoge hipoteze pokušavaju izvanjskim utjecajima objasniti 
zemljopisnu varijabilnost, odnosno porast prevalencije astme u zapadnoj Europi.  Istraživanja 
su pokazala da je osjetljivost na astmu određena tijekom fetalnog razvoja i prvih 3 – 5 godina 
života (5). Epidemiološki podatci osigurali su temelj za dvije glavne hipoteze koje 
objašnjavaju porast astme, a to su način ishrane i higijena. Obrnut odnos između izlaganja 
mikrobima u ranoj životnoj dobi i nastanka atopije objašnjava higijenska hipoteza (6). 
Uporaba antibiotika u ranom djetinjstvu povezana je s povećanim rizikom za razvoj astme u 
genetski predisponirane djece (7). Smatra se da bi u smanjivanju atopijskih bolesti najvažniju 
ulogu mogla imati zadovoljavajuća intestinalna mikrobna flora (8). Rezultati nekih 
istraživanja osobitu važnost pridaju čimbenicima koji dovode do onečišćenja zraka (9). 
 




1.1.2. Imunopatogeneza  astme 
 
Upletenost je imunološkog sustava u patogenezu astme neosporna, ali precizna uloga 
specifične imunosti na različitim razinama procesa od senzibilizacije do kliničkih simptoma i 
napretka bolesti, nije sasvim jasna. Većina istraživanja ukazuje da se ne razlikuju imunološka 
zbivanja u atopijskoj i neatopijskoj astmi (10,11). 
U patogenezi astme važnu ulogu imaju brojne migrirajuće i strukturne stanice koje 
otpuštaju svoje medijatore, citokine, kemokine i čimbenik rasta.  
Čitav proces započinje, vođen je i održavan prisutnošću kronično aktiviranih Th2 
CD4+ limfocita koji se diferenciraju i proliferiraju nakon što im se predoči obrađen antigen 
(10). Ovo usmjeravanje ima ključnu važnost za postizanje imunosnog odgovora, a ovisi o 
brojnim čimbenicima, osobito genetskim značajkama domaćina i citokinskom mikrookolišu 
(12,13). Jednom aktivirane Th2 stanice izlučuju IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-9, IL-3, 
GM-SCF i mnoštvo čimbenika rasta. Recipročno uređenom regulacijom Th1 i Th2 upalnog 
odgovora, istovremeno su inhibirani Th1 limfociti. Fetalni imunološki sustav je, zahvaljujući 
citokinima koje proizvodi placenta i amnion radi zaštite trudnoće, usmjeren prema Th2, a Th1 
imuni odgovor je suprimiran (14). Učestale infekcije u djetinjstvu dovode do visoke 
proizvodnje INF-γ i IL-12 i mogu suprimirati Th2 odgovor te biti zaštita od astme. Smatra se 
da je vremenski razmak između virusne infekcije i izlaganja alergenu bitan za razvoj pojačane 
bronhalne podražljivosti (15).  
IL-4 iz pomoćničkih limfocita i mastocita potiče diferencijaciju Th2 limfocita i ima 
središnje mjesto u alergijskom odgovoru (16). Međutim, nije potvrđeno da je ovaj citokin 
potreban za regulaciju eozinofilije, pojačanu podražljivost dišnih putova i stvaranje sekreta u 
žlijezdama, za razliku od IL-13 koji je za sve navedeno potreban (17). Suvremene studije 
pokazale su da u nekim slučajevima IL-4 i IL-13 u kombinaciji osiguravaju brzi nastanak Th2 
odgovora. Smatra se da utječu na osobine epitelno-mezenhimalne jedinice u smislu ostvarenja 
uobičajene veze između stukturnih i upalnih stanica u dišnim putovima koje surađuju u 
stvaranju fenotipa astme (18). IL-13 i IL-4 podudaraju  se u djelovanju poprilici 30%, a razlog 
je za to najvjerojatnije što receptor IL-4R-α dijele oba interleukina (19). Citokini Th2 profila 
odgovorni su za nakupljanje i aktivaciju upalnih stanica i proizvodnju IgE. Pojačavaju 
ekspresiju adhezijskih molekula ICAM i VCAM na endotelnim stanicama i omogućavaju 
migraciju eozinofila, mastocita, bazofila, limfocita i monocita u stijenku dišnih putova (20). 
Brojni kemokini i citokini pospješuju preživljavanje upalnih stanica u dišnim putovima u 
astmatičara (21).  




Većina medijatora iz mastocita ima ulogu u ranom razdoblju upalnog odgovora, ali 
preko metabolita arahidonske kiseline i proizvodnje citokina  IL-1, TNFα, INFγ mogu imati 
ulogu i u kasnom razdoblju upalnog odgovora (22). Selektivna migracija eozinofila regulirana 
je posebice pomoću IL-5 koji potiče i sazrijevanje, proliferaciju i otpuštanje eozinofilnih 
prekursora iz koštane srži, lokalnu diferencijaciju, aktivaciju i poboljšano preživljavanje u 
tkivu dišnih putova (23). Kada su jednom aktivirani, eozinofili sami proizvode IL-5 što 
ukazuje na moguće autokrino pojačavanje i obnavljanje procesa. Istraživanja su pokazala da  
povećan broj neutrofila nije samo u akutnim pogoršanjima, nego su stalno prisutni u velikom 
broju u dišnim putovima nekih teških astmatičara (24). Postoje eksperimentalni dokazi da su 
neutrofili u dišnim putovima kontrolirani citokinima Th2 limfocita, a posebno IL-17 (25). 
Makrofagi oslobađaju mnoštvo različitih produkata koji imaju bitnu ulogu u oštećenju tkiva i 
njegovom obnavljanju, odnosno remodeliranju dišnih putova (26).  
 
1.1.3. Neurogeni mehanizmi u astmi 
 
Odavno je poznato da su kolinergički živci u akutnom napadaju, odnosno pogoršanju 
astme, snažni bronhokonstriktorni putovi. Sve do 50-ih godina prošlog stoljeća astma je bila 
liječena gotovo isključivo adrenalinom, atropinom i teofilinom i smatralo se da je osnovno 
zbivanje u astmi poremećaj inervacije dišnog sustava. Većina dokaza upućuje, iako je težište 
na imunološkim zbivanjima, da neurogeni mehanizmi u bitnoj mjeri pridonose patogenezi 
astme. Upalni medijatori i osjetni neuropeptidi podražuju parasimpatičke ganglije i na taj 
način mogu pojačati kolinergički refleksni mehanizam (27).  
Bitni dio autonomnoga živčanoga nadzora u dišnim putovima  odvija se 
neadrenergičko-nekolinergičkim živčanim sustavom (NANK) koji može biti inhibicijski i 
ekscitacijski. Inhibicijska vlakna tog sustava  (i-NANK) jedina su bronhodilatacijska vlakna u 
dišnim putovima, osobito u velikim dišnim putovima. Najvažniji živčani prijenosnik                   
i-NANK-a je dušikov oksid (NO). Neurogeno oslobođen iz inhibicijskih vlakana NANK-a 
modulira djelovanje kolinergičkog sustava vjerojatno putem funkcionalnog antagonizma s 
acetilkolinom (28). Drugi je mogući prijenosnik i-NANK-a vazoaktivni intestinalni peptid 
(VIP). Postoje izvješća o sniženoj VIP imunoreaktivnosti u plućima bolesnika umrlih od 
astme (29), ali to nije potvrđeno in vivo u biopsijskim uzorcima bronhalne sluznice u 
bolesnika s astmom (30). 
Ekscitacijski učinak (e-NANK) ostvaruje se preko supstancije P (SP) i neurokinina A 
(NKA) otpuštenih iz nemijeliziranih C senzornih vlakana. Supstancija P ima upalni učinak u 




dišnim putovima, pospješuje povećanu mikrovaskularnu permeabilnost i mukoznu sekreciju, 
a obje pridonose suženju dišnih putova. U bolesnika sa smrtonosnim ishodom astme 
pronađena je povišena imunoreaktivnost SP živaca (31), dok novije studije nisu potvrdile 
povišenu SP imunoreaktivnost u biopsijskim uzorcima bronha bolesnika oboljelih od astme 
(30). Međutim, postoje izvješća o povišenoj razini SP u BAL-u i induciranom iskašljaju 
bolesnika s astmom (32).  
 
1.1.4. Remodeliranje strukture dišnih putova i njegova uloga 
 
Drugo temeljno zbivanje u astmi proces je remodeliranja koji se odvija usporedo s 
upalom kroz aktivaciju i složene epitelno-mezenhimalne interakcije (18). Remodeliranje se 
definira kao mijenjanje strukture dišnih putova koje uključuje hiperplaziju glatkih mišićnih 
stanica, hipertrofiju mukoznih žlijezda, subepitelnu fibrozu, angiogenezu i promjene u 
ekstracelularnom matriksu. Sve to utječe na funkcionalne osobitosti u astmi (33,34).  
Najvažnija posljedica tih promjena dodatno je suženje dišnih putova što bitno 
pridonosi povećanju otpora protoku zraka. U mnogih bolesnika prisutna je trajna opstrukcija 
dišnih putova usprkos liječenju kortikosteroidima, čak i u odsutnosti simptoma, a smatra se da 
odražava stanje nakon remodeliranja dišnih putova (35). S obzirom na moguće funkcionalne 
posljedice remodeliranja, postoje znanstvene nedoumice u vezi s njegovom ulogom – je li 
riječ o trajnom procesu od upale do cijeljenja ili možda o protektivnom odgovoru s obzirom 
na poremećenu mehaniku dišnih putova uslijed oštećenja elastičnih struktura plućnog tkiva 
(34). 
Istraživanja su pokazala da strukturne stanice dišnih putova, ranije smatrane pasivnim 
i sekundarno promijenjenim, imaju sposobnost migracije, diferenciracije, sazrijevanja, te 
stvaranja citokina i čimbenika rasta. Tako je postalo jasno da one aktivno sudjeluju u  
upalnom imunološkom odgovoru i heterogenom procesu remodeliranja (36).  
Središnje je zbivanje u procesu remodeliranja oštećenje epitela i njegov usporeni 
oporavak te prekomjerno stvaranje profibrotičkih čimbenika rasta (3). Promijenjene epitelne 
stanice kao odgovor na mehanički stres pojačano stvaraju i oslobađaju TGF-β (37) i ET-1 (38) 
koji zajedno s aktivnom uključenošću mezenhimalnih stanica imaju odlučujuću ulogu u 
strukturnim promjenama (37). Ispod oštećenih struktura epitela, fibroblasti se preobličuju u 
miofibroblaste i odlažu intersticijski kolagen. Izvanstanična stroma (ECM) dinamična je 
struktura određena ravnotežom sinteze i razgradnje njezinih sastavnica koje su pod utjecajem 
mišićnih stanica, ali i utječu na mišićne i upalne stanice te fibroblaste (26). Matriksne 




metaloproteinaze (MMP-2 i MMP-9) i njihovi tkivni inhibitori (TIMP-1 i TIMP-2) imaju 
posebno mjesto u tom procesu (39). Zadebljani sloj neposredno ispod subepitelne bazalne 
opne bogat je kolagenom I, III , V  i fibronektinom te proteoglikanima u dubljim dijelovima 
stijenke dišnih putova (36).  
Mnoga istraživanja pokazala su da je masa glatkih mišića dišnih putova u astmatičara 
povećana od 25% do 200% (36). Izlaganjem glatkomišićnih stanica dišnih putova upali, u 
njima se mijenja homeostaza kalcija, te potiče hipertrofija i hiperplazija, a one same postaju 
sposobne proizvoditi citokine, kemokine i čimbenike rasta (40). Autokrina sposobnost također 
mijenja njihov kontraktilni i relaksirajući odgovor u smislu da su kapacitet i brzina 
skraćivanja povećani. Glatke mišićne stanice dišnih putova, sa svojom osobinom strukturnog 
mijenjanja, te kontraktilnom i sekretornom sposobnošću, imaju važnu imunoefektornu ulogu 
u održavanju upale i remodeliranju dišnih putova u astmi (41).  
 
1.1.5. Epitel kao regulator upale i remodeliranja 
 
Epitel dišnih putova, razdvajajući vanjski okoliš i unutarnji prostor pluća, služi kao 
preprjeka, a u isto vrijeme kao ciljno mjesto za raznolike podražaje iz okoliša djeluje kao 
metabolički aktivna plućna sastavnica (42). Istraživanja su pokazala da epitelne stanice 
posjedovanjem potrebnih kostimulacijskih molekula na svojoj površini imaju sposobnost 
predočnih stanica za antigene i surađuju s limfocitima Th2. S druge strane pojačana je 
izraženost adhezijskih molekula koje omogućuje migraciju upalnih stanica, ali i ulazak 
humanog rinovirusa koji se povezuje s pogoršanjima astme (43). Epitel je dišnih putova u 
astmatičara oštećen čak i u vrlo blagim slučajevima (44). Tipično je oštećenje epitela u astmi 
odvajanje kolumnarnog sloja stanica od bazalnog i njegovo otpadanje. Nalazimo ga u 
iskašljaju astmatičara u obliku nakupina epitelnih stanica – kreolskih tjelešaca (45).  
Cijeljenje i obnavljanje bronhalnog epitela u astmi ne događa se kao što je uobičajeno 
u zdravom organizmu. Aktivirane epitelne stanice tijekom oštećenja i obnavljanja proizvode 
mnoge medijatore, citokine i kemokine. Najvažniji su oksidativni metaboliti arahidonske 
kiseline (PGE2, HETE), NO, ET-1, fibronektin, reaktivni kisik, α i β defensini, MCP-1, 
eotaksin, RANTES, TGF-β1 i TGF-β2, TNF-α, IL-1, IL-8, IL-16 , IL-5, IL-13 (46). Na taj 
način epitel šalje signale imunim stanicama i mezenhimu smještenom neposredno ispod njega 
i postaje odlučan regulator upalne mreže u astmi. Rezultati istraživanja pokazuju da ET-1 
potencijalno ima ulogu u inhibiciji obnavljanja epitela i pojačavanju procesa remodeliranja 
(47). 




Epitelno oštećenje također vodi u pojačani bronhalni kontraktilni odgovor na upalne 
medijatore. Mehaničko odstranjivanje epitelnih stanica dišnih putova in vitro rezultira 
pojačanim kontraktilnim odgovorom na histamin, acetilkolin, leukotrijene i prostaglandin. 
Mnogo jači kontraktilni učinak bio je izazvan supstancijom P, neurokininom A i 
bradikininom koje razgrađuje neutralna endopeptidaza (NEP) predominantno lokalizirana u 
epitelnim stanicama dišnih putova (48).  
 
1.1.6. Funkcionalne i kliničke značajke astme 
 
Funkcionalne promjene povezane su s tipičnim simptomima astme, a to su kašalj, 
stezanje u prsima, piskanje ili wheezing te hipereaktivnost dišnih putova.  Kašalj je vjerojatno 
uzrokovan podraživanjem osjetilnih vlakana upalnim medijatorima, a može biti jedini 
simptom astme (49). U nekih bolesnika, osobito u kroničnoj teškoj astmi, promjene aferentnih 
živčanih vlakana smatraju se odgovornim za smanjenu sposobnost osjećanja tegoba vezanih 
uz suženje dišnih putova (50). 
Poznata je činjenica da je glavni uzrok suženja dišnih putova, tijekom asmatskog 
napada, kontrakcija glatkih mišića bronha. Brojni spazmogeni osobađaju se endogeno kao 
histamin, triptaza, prostaglandin D2 i leukotrijen C4 iz upalnih stanica, neuropeptidi iz 
lokalnih živčanih vlakana, acetilkolin iz parasimpatičkih poslijeganglijskih eferentnih živaca i 
ET-1 iz strukturnih stanica (51). Aktivacija spazmogenom ostvaruje se preko receptora na 
površini stanice, što dovodi do naglog porasta kalcija i kontrakcije preko aktivacije niza 
enzima (48). 
Naglo i snažno suženje dišnih putova, kao odgovor na provokacijske podražaje, 
poznato kao BHR, klinički je najbitnija fiziološka abnormalnost astme, ali još uvijek nije do 
kraja objašnjena (52). Mjerenja u astmatičara pokazala su da je pojačana kontraktilnost mišića 
povezana s pojačanom brzinom skraćivanja (53). Upalna sredina može izravno utjecati na 
kontraktilni odgovor (54,55). Neka istraživanja upućuju da varijabilnost u kontraktilnom 
odgovoru između bolesnika koji boluju od astme, proizlaze iz razlike u odgovoru njihovih 
glatkih mišićnih stanica na upalne podražaje (56). 
Pojačan odgovor glatkih mišića dišnih putova može se procijeniti klinički davanjem 
progresivno rastućih doza aerosola farmakološkog agonista, kao što je histamin ili metakolin. 
Podražaji kao napor, udisanje hladnog suhog zraka, aerosola hipertonične otopine, destilirane 
vode ili adenozina nemaju izravnog djelovanja na glatke mišiće već potiču otpuštanje 




medijatora iz mastocita, živčanih završetaka i strukturnih stanica i sličniji su onim 
pokretačima kontrakcije bronha što su uključeni u stvarna zbivanja u astmi (57,58). 
Hipersekrecija je sljedeće važno obilježje astme, prisutno u velikog broja bolesnika 
svakodnevno, a osobito u pogoršanjima. Pokazatelj je loše kontrole bolesti, a pridonosi 
mortalitetu i morbiditetu (59,60). Nastaje kao posljedica hiperplazije i hipertrofije vrčastih 
stanica i submukoznih žlijezda, te degranulacije sekretornih stanica. Većina upalnih 
medijatora i neurogenih mehanizama uključenih u proces upale i remodeliranja  ima učinak i 
na formiranje hipersekretornog fenotipa (60).  
Ponavljajuće epizode simptoma i reverzibilnog smanjenja protoka zraka kroz dišne 
putove predstavljaju akutni upalni odgovor strukturno i funkcionalno izmijenjenih  dišnih 
putova. Epizodična pogoršanja bolesti tipična su za kroničnu astmu. Za pogoršanja su 
odgovorni raznovrsni poticaji, a respiracijski virusi najčešći su uzrok pogoršanja (61). U  
bolesnika sa simptomima astme tijekom noći postoje neki dokazi o nakupljanja upalnih 
stanica u alveolama i peribronhalnom tkivu u ranim jutarnjim satima, a također tijekom sna u 
opuštenom ležećem položaju dolazi do izražaja poremećen međuodnos dišnih putova i alveola 
(62).  
 
1. 2. Procjena upale dišnih putova  
 
Procjena težine bolesti putokaz je za terapijsku odluku. Prema GINA smjernicama 
liječenje astme treba biti usmjereno smanjenju upale dišnih putova. Klinička procjena težine 
bolesti često se ne podudara s jačinom upale čak i u slučajevima kada je liječenje klinički 
učinkovito (63). Preporuka GINA-e iz 1995. bila je pronaći pouzdan neinvazivni test koji će 
odražavati upalu dišnih putova astmatičara u cilju potvrde dijagnoze, praćenja aktivnosti 
bolesti i procjene učinkovitosti liječenja (64). 
U kliničkoj praksi o upali se uglavnom neizravno zaključuje na temelju plućne 
funkcije, simptoma, fizikalnog pregleda i učinka liječenja. Međusobni odnos tih kliničkih 
pokazatelja kao i njihov odnos s upalom često nije jednostavan i podudaran (65). U 
posljednjih 10 godina usavršenim endoskopskim metodama dobiveni su biopsijski uzorci 
bronhalne sluznice i BAL. Ta je analiza omogućila egzaktnu potvrdu postojanja upale u 
stabilnoj astmi. Postalo je jasno da se kronična upala dišnih putova nalazi u svim oblicima 
bolesti uključujući i blagi, pa i asimptomatski oblik astme (66). Neugodnost, neprimjerenost i 
rizici metode, bitno su ograničili njezinu primjenu u daljnjim istraživanja. Spoznavanje 
činjenice da je astma upalna bolest još donedavno nije bilo odviše korisno u kliničkoj praksi 




kada je o dijagnostici i liječenju riječ. Razlog je djelomice u tome što su metode kojima je 
moguće procijeniti upalu dišnih putova bile invazivne, skupe i nedostupne. 
Jedan od najranijih testova za mjerenje upale bio je mjerenje serumskog eozinofilnog 
kationskog proteina (ECP) (67). Povišene serumske razine ECP odražavaju upalu u plućima, 
odnosno aktivaciju eozinofila u astmatičara. Eozinofilija u iskašljaju nalazi se u preko 80% 
bolesnika  koji nisu primali inhalacijske kortikosteroide (ICS) i u 50% bolesnika liječenih 
ICS-ima. Mjerenje ECP-a u induciranom iskašljaju pokazalo se osjetljivijom i specifičnijom 
metodom od mjerenja u perifernoj krvi (68), ali se kao i mjerenjem drugih upalnih pokazatelja 
koristimo njome, još uvijek uglavnom u istraživačke svrhe. Smatra se da je moguća njezina 
buduća uporaba u kliničkoj praksi – za procjenu korisnosti učinka steroidne terapije u 
pojedinih bolesnika, odnosno praćenja učinka liječenja (69). 
Razina je NO u izdahnutom zraku astmatičara povišena, a snižava se kao odgovor na 
liječenje kortikosteroidima (70). Ta vrijedna, izravna i potpuno neinvazivna metoda mjerenja 
NO u izdahnutom zraku našla je svoje mjesto u kliničkoj praksi, iako je još uvijek 
neprimjereno skupa i često nedostupna. 
Veliki je broj istraživanja trenutno usmjeren na istraživanje brojnih upalnih 
pokazatelja u  induciranom iskašljaju (71) i izdahnutom zraku (72). IS se smatra 
vjerodostojnom metodom za istraživanje upalnih pokazatelja, a izdahnuti zrak ne daje uvijek 
pouzdana mjerenja upalnih pokazatelja i zahtijeva još usavršavanja (73). 
Procjena težine upale, kao mjere težine i kontrole astme, vrlo je važna zbog toga što se 
pokazalo da se smrtonosni slučajevi astme mogu dogoditi u klinički blagoj astmi. Procjena 
sveobuhvatne kontrole bolesti potrebna je u svrhu prognoze bolesti i rizika od smrtnih 
rezultata bolesti (74).  
Dokaz trajne upale u dišnim putovima čak i tijekom remisije bolesti i odsutnosti 
simptoma, odnosno neslaganje između težine simptoma i težine upale, pokazuje potrebu za 
razvojem određenih indeksa upale dišnih putova koji bi se primijenili u sklopu kliničkih 
kriterija kontrole astme (75). S obzirom da je astma upalna bolest, smatra se da bi mjerenje 
upale u astmi svakako trebalo biti uključeno u smjernice za kontrolu astme. Za sada postoji 
prijedlog da se u sveukupnu procjenu kontrole uključe eozinofili u induciranom iskašljaju 
(76). Biopsija bronha i BAL vjerojatno nikada neće ući u smjernice zbog rizika, cijene, a 
nadasve neugodnosti za bolesnika. S obzirom na istraživanja koja se u tom smjeru provode, 
očekuje se da bi se neka jednostavna i praktična metoda mogla uskoro pojaviti u kliničkim 
smjernicama za kontrolu astme (77). 
 




1.2.1. Eozinofilni kationski protein (ECP) 
 
ECP heterogeni je sekretorni protein izoliran sedamdesetih godina prošlog stoljeća. 
Sintetizira se u promijelocitima, a u zrelim perifernim eozinofilima smješten je u specifičnim i 
malim granulama (78). U maloj količini nađen je pohranjen u monocitima i neutrofilima, ali 
se u njima ne stvara (79).  
ECP se pojačano stvara i oslobađa u dišnim putovima astmatičara i od posebne je 
važnosti za razumijevanje uloge eozinofila u astmi. Posjeduje snažnu citotoksičnu aktivnost 
za mikroorganizme, tumorske stanice, stanice kardiovaskularnog i živčanog sustava, te 
respiratorni epitel. Također pokazuje netoksične učinke koji upućuju na njegovu 
imunoregulatornu ulogu, kao što je inhibicija proliferacije T limfocita kao odgovor na 
antigen, učinak na sintezu imunoglobulina, pospješivanja oslobađanja histamina iz mastocita i 
bazofila, te učinak na pojačanu ekspresiju receptora na epitelnim stanicama kao i athezivnih 
molekula (ICAM-1). ECP je također uključen u procese obnavljanja i fibrozacije, te 
stimuliranje mukusne sekrecije u dišnim putovima, a poznato je da ima učinak na koagulaciju, 
fibrinolizu i interakcije sa sustavom komplementa (78).  
Mehanizam eozinofilne degranulacije in vivo nije sasvim poznat (80). Sekreciju 
sekretornih bjelančevina iz eozinofila mogu potaknuti brojni uzroci, a najčešće su to citokini 
kao IL-5,IL-3,GM-CSF, imunoglobulini i lipidni medijatori (78). Istraživanja su pokazala da 
za degranulaciju eozinofila mogu biti odgovorne epitelne stanice (81) i fibroblasti (82) koji su 
bogat  izvor medijatora s takvom sposobnošću.  
Osim u astmi, nađeni su visoke vrijednosti ECP i u drugim bolestima: KOPB-u,  
Hodgkinovoj bolesti, fibrozi pluća, te u raznim malignim i reumatskim bolestima. To jasno 
ukazuje da eozinofili i u ovim bolestima imaju ulogu. Sklonost povećanoj sekreciji ECP imaju 
atopične osobe i osobe s hipereozinofilnim sindromom (78).  
Povišenje ECP odražava uključenost eozinofila u upalnom zbivanju, a u odsutnosti 
eozinofilne uključenosti, ne očekuje se povišenje ECP-a. Brojne studije pokazale su da je 
ECP kao pokazatelj aktivnosti upale u astmi koristan u dijagnostici i praćenju bolesti, ali u 
nekih potvrđenih aktivnih astmatičara vrijednosti su ECP normalne. U većini slučajeva 
eozinofili čine glavne stanice u upalnom procesu u astmi, ali u nekih asmatičara, osobito onih 
nealergijskih, analizom biopsijskih uzoraka eozinofili nisu pronađeni ili ih je bilo vrlo malo 
(83). To upućuje na činjenicu da metoda određivanja ECP u astmi nije univerzalno dobra za 
procjenu upale u svakog pojedinog bolesnika. Mjerenje ECP, odraza aktivnost eozinofila, ne 




može zamijeniti druge načine procjene težine bolesti, ali je komplementarna metoda osobito 
kada se želi procijeniti potreba ili uspješnosti  protuupalnog liječenja.  
Razlikuje se koncentracija ECP u serumu i EDTA plazmi. Vrijednosti u plazmi točnije 
odražavaju stvarne vrijednosti u cirkulirajućoj krvi. Vrijednosti u serumu više su od 
vrijednosti u plazmi i odražavaju sekretornu aktivnost stanica, odnosno sklonost otpuštanja 
bjelančevina iz granula koja se u serumu nastavlja za razliku od plazme gdje EDTA inaktivira 
daljnje oslobađanje (84). Na taj način ECP u serumu bolje odražava razliku između bolesnih i 
zdravih osoba.  
ECP se može izmjeriti u gotovo svim tjelesnim tekućinama gdje eozinofili sudjeluju u 
procesima kao u nosnom sekretu i suzama, pa čak i u procjeni upalnih bolesti crijeva. Dok 
mjerenja u serumu odražavaju aktivnost eozinofila u krvi, mjerenja u lokalnim tekućinama 
daju točnu procjenu uključenosti eozinofila u lokalne procese. Razina ECP u iskašljaju vjerno 
odražava broj i aktivaciju eozinofila (85). Mjerenja ECP u iskašljaju u istraživanjima 
korištena su za praćenje upale u astmi, KOPB i cističnoj fibrozi (68). 
 Prikupljanje uzorka i postupak obrade induciranog iskašljaja standardiziran je i upute 
su izdane od strane Europskog respiratornog društva (ERS) (86).  
 
 
1.2.2. Indukcija iskašljaja 
 
Potencijalne mogućnosti analize sekreta dišnih putova shvaćene su prije više od 100 
godina kada su i učinjene prvi put u astmatičara. Kašalj, jedan od karakterističnijih simptoma 
astme, nerijetko je praćen iskašljavanjem, ali jednako tako veliki broj bolesnika s astmom ne 
iskašljava spontano u bitnijoj mjeri (49). Iskašljavanje obično izostaje u dobro nadziranoj 
bolesti. Sredinom prošlog stoljeća osmišljen je postupak inhalacije slane otopine kojim bi se 
potaknule na iskašljavanje osobe koje to ne mogu spontano (87). Razvoj metode tekao je 
pronalaskom i primjenom sredstava kojima je moguće razdvojiti disulfidne veze mukusa i 
postići disperziju stanica (88). Metoda je jedno vrijeme zaboravljena, a zatim je ponovo 
uvedena u istraživanje početkom 1990-ih godina. Prvi su svoja istraživanja analize 
induciranog iskašljaja i detaljan opis postupka indukcije i obrade iskašljaja, objavili Pin i 
suradnici  (89). Metodu su prihvatili i drugi istraživači u istraživanju astme i drugih bolesti i 
usavršavali ju. Hansel i suradnici među prvima (90) analizirali su stanice u iskašljaju 
citospinom, a Fachy i suradnici (91) pokazali da se u supernatantu iskašljaja mogu uspješno 
mjeriti biokemijski pokazatelji. 




Mehanizam kojim inhalacija slane otopine dovodi do iskašljavanja nije sasvim jasan.  
Metoda induciranog iskašljaja obuhvaća postupak inhaliranja aerosola otopine NaCl pomoću 
ultrazvučnog nebulizatora i standardiziranu pripremu svježe dobivenog iskašljaja. U uporabi 
su različite modifikacije postupaka koji su opisali Pin i suradnici (89). Ispitanici inhaliraju u 
pravilnim intervalima aerosol slane otopine u standardnoj ili rastućim koncentracijama uz 
stalno praćenje plućne funkcije. Nema kontroliranih studija ni jasnih preporuka koja 
koncentracija hipertonične otopine ili protokol su optimalni, a analiza iskašljaja ne pokazuje 
razlike u odnosu na indukciju izotoničnom slanom otopinom (92). Isto vrijedi i za 
nebulizatore. Preporučuju se ultrazvučni nebulizatori s malim izlazima 1 ml/min, što bi bilo 
dostatno za uspješnu indukciju, a prihvatljivo s obzirom na rizik za bolesnike s astmom (93).  
Postupak indukcije treba izvoditi dobro obučeno osoblje uz strogo pridržavanje 
propisanoga postupka. To je osobito važno zbog sigurnosti bolesnika, te u slučaju 
multicentričnih istraživanja. 
Kako bi se smanjila kontaminacija slinom tijekom izvođenja indukcije, preporučuju se 
različiti postupci kao ispuhivanje nosa, nošenje štipaljke za nos tijekom indukcije, ispiranje 
usta prije svakog iskašljavanja, brisanje usta papirnatim ubrusima, ali se najučinkovitijim od 
svega pokazalo stalno poticanje bolesnika na iskašljavanje iz dubine pluća. Dobiveni iskašljaj 
mora se obraditi tijekom dva sata kako ne bi došlo do razgradnje stanica i medijatora. U 
postupku obrade najčešće se primjenjuju dvije metode – cjeloviti iskašljaj i selekcionirani 
iskašljaj. Selekcionirani se iskašljaj dobije odvajanjem mukoidnih dijelova iskašljaja od 
primjesa sline. Najbolje je odvajanje dijelova iskašljaja pomoću inverznog mikroskopa, ali 
zahtijeva dodatnu opremu i vrijeme, tako da se u praksi uglavnom primjenjuje mehaničko 
odvajanje viskoznijih i čvršćih dijelova iskašljaja koje se pokazalo vrlo učinkovitim. 
Istraživanja su pokazala da se u selekcioniranom iskašljaju nalazi veći broj živih stanica, bolja 
je kvaliteta citospina i viša koncentracija ECP u supernatantu (94).  
Nakon selekcioniranja slijedi postupak homogenizacije i razrjeđivanja koji omogućuju 
oslobađanje stanica i medijatora iz mukusa, te odvajanje stanica i supernatanta. U tako 
pripremljenim materijalima mogu se analizirati stanice, dijelovi stanica, aktivacijski 
pokazatelji na stanicama i u supernatantu, pokazatelji mukozne sekrecije i eksudacije seruma 
(87). Utvrđeno je da je broj stanica visoko reproducibilan te koje su normalne vrijednosti 
pojedinih stanica (95-97). Acidifikacija IS omogućuje ekstrakciju intracelularno smještenih 
medijatora, a lizat stanica i supernatant IS dali su podjednake rezultate analize (98). 
U IS, uspoređujući ga sa spontanim, nalazi se veći broj živih stanica, sličan je odnos 
pojedinih stanica i nešto niža koncentracija ECP-a (99). Neke studije ispitivale su razlike 




između IS kao izravne, a gotovo neinvazivne metode i invazivnih bronhoskopskih metoda kao 
što su BAL i bronhalni ispirak. Početne studije ukazuju da je broj stanica po mg u IS-u veći 
nego u BAL-u (95,100), ali da i po tom kriteriju IS zadovoljava kao moguća zamjena za BAL 
(101). IS je sličniji bronhalnom ispirku nego BAL-u, odražavajući porijeklo iz proksimalnijih 
dišnih putova. Jedna od analiza pokazala je da je u transbronhalnim biopsijskim uzorcima 
veća proporcija limfocita (102). Čini se da svaka od navedenih metoda pokazatelje upale 
dišnih putova mjeri u različitom dijelu dišnog sustava te da su u stvari komplementarne. 
Odabir metode trebao bi ovisiti o ciljevima pojedinih istraživanja. Inducirani iskašljaj (IS) 
uspješno ukazuje na pokazatelje upale u donjim dišnim putovima, a s obzirom da nije 
invazivna, metoda često ima prednosti pred drugima. 
Analiza stanica IS učinjena u razmaku od 7 dana pokazala je odlične rezultate s 
iznimkom ukupnog broja stanica i limfocita (95). U istoj studiji potvrđena je vrijednost 
metode razlikama u nalazu asmatičara i zdravih ispitanika, te pušača. Ponovljivost za više 
ispitivanih biokemijskih pokazatelja u supernatanstu također je procijenjena 
zadovoljavajućom (103). U prilog dokazu osjetljivosti metode, rezultati su mnogih studija 
koji pokazuju promjene u induciranom iskašljaju bolesnika koje nastupaju pod utjecajem 
inhaliranog alergena ili kao rezultat liječenja (104). Mjerenja stanica u uzorcima uzetim u 
različito vrijeme tijekom iste indukcije, pokazala su mijenjanje udjela pojedinih stanica –  broj 
neutrofila se smanjuje, a makrofaga raste u uzorcima uzetim kasnije (105). 
Metoda indukcije iskašljaja neinvazivan je način dobivanja sekreta iz donjih dijelova 
dišnih putova. Na temelju iskustva mnogih studija, procijenjeno je da je metoda korisna za 
proučavanje i bolje razumijevanje upale u astmi, da zadovoljava kriterije dobre i pouzdane 
metode, da su joj rezultati ponovljivi i vrijedni, te osjetljivi na promjene. Istraživači su 
zaključili da bi se ovom relativno neinvazivnom, jednostavnom  i jeftinom metodom mogla 
premostiti ranije spomenuta razlika između znanstvenih postignuća i njihove primjene u 
kliničkoj praksi (100). 
 
1.2.2.1. Učinak neizravne bronhoprovokacije i sigurnost metode 
  
Hipertonična otopina, adenozin, tjelesni napor i eukapnička dobrovoljna hiperpnea s 
hladnim zrakom služe kao neizravni bronhoprovokacijski testovi (57). Za razliku od izravnog 
testa bronhoprovokacije, pojedinačnim farmakološkim agonistom acetilkolinom ili 
metakolinom, pozitivan odgovor na neizravnu bronhoprovokaciju odraz je aktivne upale u 
vrijeme testa (106). Liječenje s ICS mijenja odgovor na neizravnu bronhoprovokaciju za 




nekoliko sati ili dana, a odgovor na izravnu tek za nekoliko mjeseci do godinu dana (107). S 
obzirom na taj učinak tijekom indukcija iskašljaja u astmatičara se preporučuje premedikacija 
s 200-400 μg salbutamola, a tijekom cijelog postupka indukcije praćenje plućne funkcije i 
subjektivnih tegoba. Indukcija izotoničnom i rastućim koncentracijama hipertonične otopine 
umanjuje mogućnost nastanka snažnog bronhospazma, a jednako tako i uporaba nebulizatora 
manje snage. Uz mjere opreza, koje uključuju pridržavanje protokola, metoda induciranog 
iskašljaja ocijenjena je kao sigurna (108).  
 
1.3. Endotelin-1 (ET-1): medijator u astmi? 
  
Sredinom osamdesetih godina prošlog stoljeća prvi put izoliran je iz kulture endotelnih 
stanica goveđe aorte jedan od najsnažnijih vazokonstriktornih peptida (109). Ubrzo nakon 
otkrića skupina japanskih znanstvenika je objavila njegovu strukturu i nazvala ga endotelin 
(110). Selektivni agonist endotelinskih receptora sarafotoksin 6c, zmijski je otrov vrste 
Atractaspis engaddensis koji u žrtve izaziva koronarnu vazokonstrikciju i smrt uslijed 
ishemije miokarda (111). Uz dobro istražene učinke na kardiovaskularni sustav pokazalo se 
da ET-1 ima brojne biološke učinke u više organskih sustava, kako u fetalnom razvoju tako i 
u odraslom organizmu (112). 
Porodicu endotelina, koji su široko rasprostranjeni u različitim stanicama i tkivima, uz 
ET-1, čine još najmanje dva člana – ET-2 i ET-3 (113). Svi endotelini strukturno su slični, 
građeni od 21 aminokiseline, posjeduju disulfidne veze između cisteina na položaju 1-15 i 3-
13 te mjesta na završetcima koja određuju afinitet i vezno mjesto za receptor. ET-2 i ET-3 
razlikuju se od ET-1 u dvije, odnosno 6 aminokiselina (114), a svi se podudaraju u 
karbonskom završetku sa sarafotoksinom 6c (111). U mnogim tkivima ET-1 se oslobađa više 
od ET-2 i ET-3. Najviša razina ET-1 nađena je u plućima, ali je također prisutan u mozgu, 
hepatocitima, bubrezima, endometriju, Sertolijevim stanicama i epitelnim stanicama dojki. 
ET-2 ima slične biološke učinke kao ET-1, a pretežno je smješten u crijevima i bubrezima, te 
nešto manje u miokardu i palcenti. ET-3 nalazi se u visokim koncentracijama u CNS-u i 
smatra se da ima važnu ulogu u proliferaciji i razvoju neurona i astrocita. Također ga 
nalazimo u gastrointestinalnom traktu, plućima i bubrezima (115).  
Prekursori svakog izomera kodirani su različitim genima (113). Gen za 
preproendotelin-1 (ppET-1) na kromosomu je 6p23-24 (112) i kodira peptid od 212 
aminokiseline (116). Pod utjecajem endopeptidaza cijepa se na biološki neaktivan 
proendotelin-1 pET-1 (big ET) sastavljen od 38 aminokiselina koji ima samo 1% kontraktilne 




aktivnosti zrelog peptida. U endotelnim stanicama konverzija iz pET-1 u ET-1 odvija se 
unutar vezikula (117). Biološki aktivan ET-1 nastaje u stanicama pod utjecajem endotelin 
konvertirajućeg enzima (ECE) (118).  
U respiracijskom sustavu ET-1 izlučuju endotelne, epitelne i glatkomišićne stanice 
dišnih putova, fibroblasti, te u manjoj mjeri i neke druge stanice (119). Izrazita 
imunoreaktivnost ET-1 nađena je u mukoznim, seroznim i Clara stanicama, povremeno u 
pneumocitima tipa 2, ali ne u bazalnim i cilijarnim stanicama (120). Prisutnost 
imunoreaktivnosti u tkivu ne podrazumijeva nužno i sintezu ET-1 kao u slučaju neutrofila 
koji su sposobni konvertirati pET-1 u ET-1, ali ga ne stvaraju (121). Sinteza ET-1 u 
endotelnim i epitelnim stanicama regulirana je transkripcijom gena i ponovnom sintezom s 
obzirom da ove stanice ne sadrže zalihe sintetiziranog endotelina (121). Otpuštanje ET-1 iz 
epitelnih stanica obično je nešto odgođeno nakon podražaja, a mehanizam otpuštanja nije do 
kraja istražen. Stvaranje ET-1 u endotelnim stanicama mogu potaknuti brojni fizikalni i 
kemijski podražaji kao što su mehaničko istezanje i pritisak, hipoksija, brojni citokini, 
čimbenici rasta i bakterijski produkti (121). Učinak na otpuštanje ET-1 imaju i trombin, 
angiotenzin II, adrenalin, PGF2α, te sam ET-1 (122). Na smanjeno stvaranje ET-1 mogu 
utjecati prostaciklin, NO, atrijski natriuretski peptid, heparin, te snažno istezanje i pritisak 
(112). Istraživanja su pokazala da se ET-1 uravnoteženo otpušta tijekom 24 sata. Normalna 
koncentracija u plazmi je približno 1 fmol/ml. Pribižno 80% stvorenog ET-1 u endotelnim 
stanicama otpušta se u bazolateralne dijelove prema glatkomišićnim stanicama, a samo mali 
dio u lumen krvne žile tako da djeluje više parakrino ili autokrino (123). Koncentracija u 
tkivima može biti i do 100 puta veća nego u krvi. S obzirom da ipak cirkulira u krvi i 
izmjerene koncentracje mogu pokazivati promjene i biti od koristi (115,124). U zdravom su 
organizmu endotelini uključeni u staničnu proliferaciju, obnavljanje i razvoj tkiva. Napola se 
razgradi u vremenu od 4 do 7 minuta zbog brzog vezivanja za tkiva i brzog metabolizma 
pomoću specifičnih enzima koji ga razgrađuju. U plućima se ET-1 istovremeno i proizvodi i 
razgrađuje pod utjecajem ECE i NEP (38).  
Endotelini djelovanje ostvaruju preko specifičnih receptora koji su široko 
rasprostranjeni i gusto smješteni u plućnom tkivu, u prvom redu glatkomišićnim stanicama 
traheje i bronha, živcima, alveolarnim septama, intrapulmonalnim žilama svih veličina (121) i 
parasimpatičkim ganglijima (125).  U ljudi su poznata dva glavna podtipa receptora, ETA   i  
ETB . Veći afinitet za ET-1 i ET-2 ima ETA. Afinitet ETA receptora za ET-1 je 1000 puta veći 
nego za ET-3. Sva tri endotelina imaju podjednak afinitet za ETB. Treći podtip receptora ETC 
koji je kasnije otkriven ima visoki afinitet za ET-3 (126). Razvojem specifičnih agonista i 




antagonista endotelinskih receptora unaprijeđene su spoznaje o receptorima i djelovanju 
endotelina. Broj pojedinih receptora specifičan je za stanicu i reguliran različitim 
čimbenicima rasta što utječe na biološke učinke endotelina i razlike između tkiva i stanica. 
Receptori ETA posreduju vazokonstrikciju, staničnu proliferaciju i nakupljanje strome. Uloga 
ETB receptora u nekim je tkivima vazokonstriktorna i proliferativna i još se istražuje. U 
endotelnim stanicama posrednici su za otpuštanje NO i PGI2 koji prekidaju vazokonstrikciju i 
mitogenezu preko ETA receptora. Receptori ETB vezani su uz autoindukciju sinteze ET-1. 
Stimulacijom oba receptora pospješuje se sinteza kolagena kao i indukcija adhezijskih 
molekula (ICAM-1, VCAM-1) i kemotaktičnih čimbenika (TNFα, MCP-1, IL-1b, IL-6, IL-8) 
(112).  
Brojnim istraživanjima na životinjama nađena je najveća izraženost ET-1 mRNA u 
plućima odraslog miša, dok se u embriju gen predominantno izražavao u epitelnim i 
mezenhimalnim stanicama farinksa, te u endotelnim stanicama velikih krvnih žila (127). 
Istraživanja na genetski modificiranim miševima pokazala su važnu uloga ET-1 u fetalnom 
razvoju (112).  
Rezultati istraživanja na životinjama, potvrđeni su i u ljudi. Obilna prisutnost ET-1 
potvrđena je i u ljudskim plućima i pretpostavlja se da ET-1 ima važnu ulogu u regulaciji 
plućne funkcije i plućnoj patofiziologiji. Uloga ET-1 u patofiziologiji bolesti respiracijskog 
sustava, a osobito bolestima dišnih putova,  predmet je mnogih istraživanja u proteklih 
nekoliko godina (128,129).  
Eksperimentalna istraživanja pokazala su da ET-1 sudjeluje u mnogim procesima koji 
su osobito važni za astmu. ET-1 je snažan bronhokonstriktor in vitro (130) i in vivo u 
bolesnika s astmom (131). Sva tri endotelina uzrokuju kontrakciju mišićnih stanica bronha. 
Najsnažniji učinak na bronhe u kojih je epitel neoštećen ima ET-1 (121), a na izolirane bronhe 
ogoljelog epitela učinak sva tri endotelina bio je podjednak. To upućuje na moguću ulogu 
epitela u oblikovanju učinaka ET-1 (132).  
Kontrakcija bronha kojoj je posrednik ET-1, posljedica je njegova izravnoga učinka na 
ETB receptore (133). U bronhalnim mišićima prevladava ETB vrsta receptora. Poput drugih 
bronhokonstriktora, ET-1 vezivanjem za receptor aktivira enzim fosfokinaze (PLC) i G 
protein nakon čega dolazi do hidrolize fosfoinozitida i oslobađanja kalcija iz zaliha u stanici. 
Kalcij vezivanjem za kalmodulin pokreće enzime i omogućuje vezivanje aktina i ATP-aze na 
miozinu što dovodi do kontrakcije (51). Novije elektrofiziološke studije pokazale su da ET-1 
izaziva odgođenu depolarizaciju glatkomišićnih stanica bronha u ljudi. Prvo se aktiviraju 
kalcijem upravljani kalcijski kanali, a zatim se aktiviraju neselektivni kationski kanali. 




Nađeno je da ET-1 neselektivne kationske kanale aktivira u puno manjoj koncentraciji i 
snažnije od histamina. Bifazično raste kalcij unutar stanice, koji dolazi iz staničnih zaliha i 
izvana, preko voltažnih kanala. Taj porast kalcija ET-1 ostvaruje preko oba receptora što 
objašnjava rezultate nekih studija da su i ETA i ETB receptori uključeni u kontrakciju (134).   
Kontrakcija bronha kojoj je posrednik ETA receptor može biti važna u situacijama 
gubitka osjetljivosti ETB receptora ili ogoljenja epitela dišnih putova, što se može dogoditi 
tijekom upale dišnih putova i tijekom kasnog, odgođenog odgovora na inhalacijske alergene. 
Kontrakcija bronhalnih mišića izazvanih ET-1 ne inhibira se ETA antagonistima, a ETA/ETB 
antagonist bosentan ima snažan inhibitorni učinak. Sarafotoksin 6c, ETB agonist ima jak 
učinak na kontrakciju glatkomišićnih stanica. Postoje dokazi da je odnos receptora u dišnim 
putovima astmatičara izmijenjen u korist ETB receptora i pretpostavlja se da i to pridonosi 
pojačanoj kontrakciji bronha (135). 
Osim uloge u kontrakciji bronha, potvrđena je i mitogena (136) i proinflamatorna 
uloga (137) ET-1 kojoj su posrednik ETA receptori. Smatra se da upala pospješuje pojačanu 
sintezu ET-1 koji dodatno pridonosi upali i bronhoopstrukciji (138). Istraživanja su pokazala 
da ET-1 pojačava vaskularnu permeabilnost i utječe na otok stijenke dišnih putova (139), te 
ima učinke u procesu remodeliranja dišnih putova (38). Zapaženo je pojačano stvaranje ET-1 
u upali kojom dominiraju eozinofili (140). Istraživanja na ljudskim izoliranim bronhima in 
vitro potvrdila su rezultate istraživanja na životinjama da ET-1 pojačava kontrakciju izazvanu 
podraživanjem kolinergičkih živaca (141). 
Endothelin-1 primijenjen inhalacijski u bolesnika s astmom uzrokovao je kontrakciju 
bronha (131). Rezultati nekih istraživanja upućuju da pojačava bronhalnu podražljivost na 
inhalirane alergene (51,142). Kronična izloženost ljudskih glatkomišićnih stanica bronha beta-
2 agonistima in vitro, posebno fenoterolu, pojačava kontrakcijski odgovor ET-1 utjecajem na 
endotelinske receptore (143).  
 






Dosadašnja istraživanja pokazala su da se endotelin-1 pojačano stvara i ima bitnu 
ulogu u astmi. Glavni izvor ET-1 epitelne su stanice dišnih putova koje su u astmatičara 
imunoreaktivnije u odnosu na zdrave osobe i osobe oboljele od drugih bolesti respiracijskog 
sustava. Dosadašnja istraživanja in vitro također su pokazala da je imunoreaktivnost stanica 
simptomatskih bolesnika kao i bolesnika koji nisu liječeni s ICS veća nego u bolesnika koji 
nemaju simptome i koji nisu liječeni ICS-ma, te da se u eksperimentalnim uvjetima epitelne 
stanice astmatičara mogu potaknuti na stvaranje i izlučivanje ET-1.  
Ovaj rad temelji se na hipotezi da se ET-1 u bolesnika s astmom pojačano stvara i 
oslobađa u lumen dišnih putova, osobito tijekom pogoršanja bolesti. S obzirom da je riječ o 
liječenim bolesnicima koji su bili klinički stabilni u vrijeme uključivanja u istraživanje, 
pretpostavka je, da ukoliko ICS nisu bili dostatni da spriječe kliničko pogoršanje bolesti, neće 
imati učinak ni na stvaranje i otpuštanje ET-1. Očekuje se da se ET-1 u dobivenom IS može 
imunokemijski izmjeriti i ustanoviti pretpostavljena razlika u koncentraciji između bolesnika i 
zdravih ispitanika, te između stabilne i pogoršane bolesti. Jednako tako, očekuje se da će 
metoda IS, uz predviđene mjere sigurnosti prema protokolu za postupak indukcije iskašljaja, u 
odabranih bolesnika biti sigurna i tijekom pogoršanja bolesti, a također da će u zdravih 
ispitanika biti uspješna kako bi se mogla učiniti odgovarajuća usporedba.  
 








• istražiti razlike u koncentraciji ET-1 u IS i plazmi između bolesnika i kontrolnih 
ispitanika, te između stabilne i pogoršane bolesti 
• istražiti odnos koncentracije ET-1 u IS i plazmi 
• istražiti odnos koncentracije ET-1 i plućne funkcije  
• istražiti odnos koncentracije ET-1 i simptoma bolesti 
• procijeniti vrijednost ET-1 kao pokazatelja bolesti u razlučivanju bolesnika i zdravih 
ispitanika i usporediti ga sa standardnim kliničkim pokazateljima 




• istražiti razlike u koncentraciji ECP u IS i serumu bolesnika i kontrolnih ispitanika, te 
između stabilne i pogoršane bolesti 
• istražiti odnos koncentracije ECP-a u IS i serumu 
• istražiti odnos koncentracije ECP i plućne funkcije  
• istražiti odnos koncentracije ECP i simptoma bolesti 
• istražiti međusobni odnos između koncentracije ET-1 i ECP u IS i u venskoj krvi 
• procijeniti vrijednost ECP-a kao pokazatelja bolesti u razlučivanju bolesnika i zdravih 
ispitanika i usporediti ga sa standardnim kliničkim pokazateljima 
• istražiti odnos između simptoma i plućne funkcije u ispitivanih bolesnika. 
 




4. ISPITANICI I METODE 
 
4.1. Uzorak ispitanika 
 
U istraživanje je uključeno 46 bolesnika sa stabilnom kroničnom trajnom astmom 
liječenih u ambulanti Odjela za plućne bolesti KB Osijek. Dijagnoza bolesti postavljena je 
mnogo prije početka istraživanja rutinskom dijagnostičkom obradom. Svi su bolesnici 
anamnestički imali simptome astme, spirometrijski su potvrđene opstrukcijske smetnje 
ventilacije s pozitivnim bronhodilatacijskim testom, te su alergološki obrađeni (ukupnim i 
specfičnim IgE i/ili kutanim testiranjem na inhalacijske alergene prick metodom). U vrijeme 
uključivanja u istraživanje odabrani bolesnici bili su klinički stabilni, bez osobitih pogoršanja 
simptoma astme unazad najmanje 6 mjeseci prije istraživanja. Svi bolesnici uključeni u 
istraživanje upotrebljavali su redovito ICS u individualnoj dozi kao jedini lijek ili u 
kombinaciji s drugim lijekovima za liječenje astme, najčešće inhalacijskim ß-2 agonistima 
dugog djelovanja i/ili tbl teofilina, ovisno o težini njihove bolesti. U slučaju pogoršanja 
simptoma astme upotrijebili su simptomatski kratkodjelujući β-2 agonist salbutamol (Ventolin 
MDI). S obzirom da je bolest procijenjena kao dobro nadzirana, lijekovi i doziranje nisu 
mijenjani. Bolesnici s klinički teškim oblicima astme, nestabilnom i nepredvidljivom bolešću 
te lošom plućnom funkcijom nisu uključeni u istraživanje. Glavni kriterij za uključivanje 
bolesnika u istraživanje bila je stabilna bolest i uspješna indukcija iskašljaja. 
Kontrolna skupina bili su zdravi ispitanici. Svi kontrolni ispitanici imali su uredan 
spirometrijski nalaz.  
Bolesnici i kontrolni ispitanici s drugim bolestima respiracijskog sustava, te bolestima 
drugih organskih sustava nisu uključeni u istraživanje. Pušenje i akutna respiracijska infekcija 
u posljednja tri mjeseca prije istraživanja, bili su kriteriji za neuključivanje, kao i kriterij za 
isključivanje ukoliko bi akutna infekcija respiracijskog sustava bila poznati razlog pogoršanju 
astme. Iz istraživanja su isključeni svi bolesnici koji u istraživačkom razdoblju nisu imali 
pogoršanje bolesti, te svi bolesnici u kojih postupak indukcije iskašljaja nije bio uspješan.  
U konačnici su ispitana 23 bolesnika u stabilnoj i u pogoršanoj bolesti i 21 kontrolni 
ispitanik u kojih je indukcija iskašljaja bila uspješna. Ukupno su isključena 23 bolesnika. 
Razlog za isključenje 16 bolesnika bio je što u ispitivanom razdoblju nisu imali pogoršanje 
bolesti, u 2 bolesnika postupak indukcije iskašljaja tijekom stabilne bolesti izazvao je bitno 
pogoršanje plućne funkcije i subjektivnih tegoba, tako da indukcija iskašljaja nije ponavljana 
u pogoršanju bolesti, a u pet bolesnika indukcija iskašljaja nije bila uspješna tijekom 




pogoršanja bolesti. Među ispitanim bolesnicima blaži stupanj astme imalo je 9 bolesnika, 
umjereno teški također 9 bolesnika, a teži oblik astme imalo je 5 bolesnika. Najkraće trajanje 
bolesti bilo je 1 godinu, a najdulje 23 godine. Najkraće razdoblje do pogoršanja bolesti 
iznosilo je 3 mjeseca, a najdulje dvije godine. 
 Kliničke karakteristike ispitanika prikazane su u tablici 1. U objema skupinama bila je 
slična spolna i dobna raspodjela. U uzorku ispitivanih bolesnika i kontrolnih ispitanika bilo je 
više žena nego muškaraca. U objema skupinama prosječna starosna dob bila je podjednaka, 
prosječno 39 godina u skupini bolesnika s astmom i 42 godine u skupini kontrolnih ispitanika. 
Među bolesnicima bilo je 65% atopičara, a među kontrolnim ispitanicima ni jedan.  
 













ž m Središnja 
vrijednost
raspon broj % godine 
Astma 
n= 23 




16 5 42 18 - 70 0 0 _ 108,5% 2,3% 
 
 
Svi ispitanici potpisali su suglasnost za sudjelovanje u istraživanju nakon što su 
usmeno i putem pisanog materijala potanko obaviješteni o svim postupcima u okviru 
istraživanja.  
 
4.2. Plan istraživanja 
 
Nakon odabira bolesnika kliničkom procjenom kontrole bolesti i pristanka na 
sudjelovanje u istraživanju, dogovoreno je vrijeme za istraživanje u stabilnoj bolesti. 
Bolesnici su upućeni kako da pozorno prate i bilježe svoje tegobe i uporabu lijekova, te kako 
da postupe u slučaju pogoršanja simptoma astme. Vrijeme istraživanja određeno je dogovorno 
i za kontrolne ispitanike. Planom istraživanja, postupak indukcije iskašljaja radi neinvazivnog 
pribavljanja sekreta iz donjih dišnih putova za imunokemijsku analizu ET-1 trebalo je 
provesti u bolesnika s astmom dva puta, tijekom stabilne i tijekom pogoršane faze bolesti. U 




slučaju pogoršanja simptoma astme bolesnici su se javili telefonom prema jasnim uputama. 
Ukoliko stanje bolesnika nije iziskivalo hitnu intervenciju i ukoliko je dopuštalo postupak 
indukcije iskašljaja istraživanje je dogovoreno treći dan od pogoršanja simptoma. Do 
zakazanog istraživanja upotrebljavali su svoje redovne lijekove i inhalacijski salbutamol 
prema potrebi. Nakon provedenih postupaka planom istraživanja pristupilo se potrebnom 
liječenju pogoršane bolesti. 
Prilikom posjeta, stabilna bolest, odnosno pogoršanje bolesti procijenjeno je 
upitnikom za procjenu kontrole bolesti (ACQ) (144) za protekli tjedan i prosječnim zbrojem 
24-satnih simptoma za posljednja 3 dana prema dnevniku koje su bolesnici vodili. Oba načina 
smatraju se vrlo vrijednim instrumentom u procjeni kliničke kontrole astme.  
Nakon procjene simptoma, izmjerena je inicijalna plućna funkcija spirometrijski 
nakon čega je proveden postupak indukcije iskašljaja. Tijekom navedenog postupka praćene 
su subjektivne tegobe i promjene plućne funkcije ponavljanim spirometrijama. Nakon 
uspješne indukcije iskašljaja uzet je uzorak venske krvi. Uzorci iskašljaja i krvi laboratorijski 
su obrađeni i pohranjeni u hladnjak na -70° C za potrebe planirane biokemijske analize. 
Istraživanje je odobreno na Komisiji za lijekove i Etičkom povjerenstvu Kliničke 
bolnice Osijek. Biokemijske analize učinjene su u laboratorijima Odjela za  biokemiju KB 




4.3.1. Subjektivne tegobe 
 
 
Pokazatelji subjektivnih tegoba bolesnika čine bitan udio među pokazateljima kontrole 
astme. Nekoliko je kriterija za prosudbu valjane kontrole astme –  odsutnost simptoma astme, 
uporaba simptomatskih lijekova svedena na najmanju moguću mjeru, prevencija pogoršanja 
bolesti i liječničkih intervencija mimo redovitih kontrola, te održavanje normalne plućne 
funkcije uz istovremeno nepostojanje neželjenih djelovanja lijekova (145). Pogoršanja su 
važan klinički događaj koji odražava neodgovarajuću kontrolu bolesti. Definiraju se kao 
pogoršanje subjektivnih tegoba u odnosu na stanje u stabilnom razdoblju bolesti (146).  
Subjektivne tegobe i stupanj kontrole bolesti ispitani su na dan dogovorene posjete 
tijekom stabilne bolesti kao i tijekom pogoršanja bolesti.  
 Težina i učestalost dnevnih i noćnih simptoma ocijenjeni su prema dnevniku 
simptoma.  Simptomi tijekom dana i simptomi tijekom noći bodovani su i prikazani kao zbroj 




24-satnih simptoma (prilog 2). Analizirani su podatci iz protekla tri dana prije istraživanja 
kako tijekom stabilne bolesti tako i za vrijeme pogoršanja bolesti. Mogući je zbroj dnevnih i 
noćnih simptoma od 0 do 8. Zbroj 0 označava odsutnost simptoma tijekom 24 sata, a 8 
označava najveći mogući zbroj simptoma tijekom dana i tijekom noći i najteži je stupanj 
kojim bolesnik ocjenjuje težinu simptoma. Taj način zbrajanja simptoma upotrijebljen je u 
studijama koje su istraživale mogućnosti postizanja potpune kontrole astme prema GINA 
smjernicama (147). Smatra se da je bolest dobro kontrolirana ukoliko simptoma nema ili 
ukoliko ih je vrlo malo (zbroj simptoma ≤1). Bolest nije dobro kontrolirana, pogoršana je u 
odnosu na stanje tijekom stabilne bolesti, ukoliko je zbroj simptoma  > 2, odnosno razlika 
između stabilne i pogoršane bolesti najmanje 2.  
Za procjenu kontrole astme upotrijebljen je ACQ upitnik (148). Bolesnici su 
ocjenjivali buđenja tijekom noći zbog tegoba vezanih uz bolest, svoje jutarnje simptome, 
simptome tijekom tjelesne aktivnosti, osjećaj nedostaka zraka, wheezing i simptomatsku 
uporabu kratkodjelujućih beta-2 agonista i vlastiti doživljaj težine bolesti u razdoblju od 
tjedan dana (prilog 1). Originalni upitnik uključuje i bodovanje FEV1, koji je u ovom slučaju 
bio izostavljen stoga jer je posebno analiziran u sklopu spirometrijskih pokazatelja. Smatra se 
da je ACQ jednostavniji za bolesnika i da je osjetljiviji na promjene od dnevnika simptoma 
(148). 
Tijekom indukcije iskašljaja bolesnici su ocjenjivali stanje subjektivnih tegoba u 
odnosu na stanje prije početka indukcije simptoma. U tu svrhu načinjena je vrlo 
pojednostavljena ljestvica simptoma od 0 do 2 po uzoru na vizualne skale percepcije (149) i 
rangiranje intenziteta simptoma po Borgovoj ljestvici (150). Stupnjevi označavaju stanje od 
nepromijenjenog (0), preko blažeg i umjerenog (2) do teškog pogoršanja subjektivnih tegoba 
(3).  
 






 Plućna funkcija mjerena je standardnom metodom spirometrije. Mjerilo se na 
spirometru Pneumoscreen tvrtke Jäger u skladu sa službenim preporukama Europske 
zajednice za čelik i ugljen i Europskog respiratornog društva (151). Prema protokolu 
istraživanja spirometrija je ponavljana više puta. Osnovna mjerenja i mjerenja nakon 
premedikacije salbutamolom, što odgovara bronhodilatacijskom testu, učinjena su inicijalno 
prije postupka indukcije. Tijekom postupka indukcije iskašljaja spirometrija je ponavljana 
prilikom svakog prelaska na inhaliranje jače koncentracije hipertonične otopine, u slučaju 
pogoršanja subjektivnih tegoba i na završeku postupka. 
Analizirani su spirometrijski pokazatelji koji pokazuju opstrukcijske smetnje 
ventilacije u tri etape mjerenja: inicijalno prije započinjanja indukcije iskašljaja, nakon 
bronhodilatacijskog testa, te na završetku postupka indukcije iskašljaja neovisno je li 
proveden u cijelosti ili ranije prekinut. FEV1, PEF, FEF50  izraženi su kao standardizirane 
vrijednosti u odnosu na referentne.  
  
4.3.3. Metoda indukcije iskašljaja 
 
Metoda indukcije iskašljaja (96) upotrijebljena je u ovom istraživanju u cilju 
neinvazivnog dobivanja sekreta dubljih dijelova donjih dišnih putova u bolesnika i zdravih 
ispitanika. Upotrijebljen je ultrazvučni nebulizator tvrtke Omron U07 (output 0,25 ml/min, 
veličina čestica 7 µm) i sterilne otopine hipertonične NaCl u trima različitim koncentracijama 
(3%, 4%, 5%).  
Nakon inicijalne spirometrije je učinjena premedikacija sa 4 inhalacije salbutamola 
(200 μg) i nakon 20-ak minuta započeo je postupak indukcije iskašljaja pri čemu se 
pridržavalo uputa iz protokola (prilog 3). Metoda indukcije iskašljaja sastoji se od inhaliranja 
čestica aerosola hipertonične otopine iz nebulizatira. Hipertonična otopina u rastućim 
koncentracijama primijenjena je u intervalima tijekom 7 minuta. Ispitanici su neposredno 
prije postupka indukcije isprali usnu šupljinu i ždrijelo običnom vodom te ispuhali sekret iz 
nosne šupljine u papirni ubrus. Postupak je trajao 21 minutu, ukoliko je izveden u cijelosti. 
Prekidao se ukoliko bi došlo do bitnijeg pogoršanja plućne funkcije ili subjektivnih tegoba 
bolesnika. Tijekom inhaliranja bolesnici su poticani na kašalj, a kada bi osjetili nadražaj, 
isplahnuli bi usta vodom kako bi se uklonila nakupljena slina, a potom iskašljali sekret iz 
dišnih putova u plastične Petrijeve zdjelice. 




Ukoliko je došlo do težeg pogoršanja subjektivnih tegoba ili je pogoršanje FEV1 bilo 
veće od 20%, postupak indukcije bi se prekidao. Za praćenje plućne funkcije u slučaju 
indukcije iskašljaja, ne peporučuju se pokazatelji protoka pri određenim udjelima volumena 
FVC, s obzirom da se pri različitim etapama mjerenja ne radi o istom FVC (57). U slučaju 
bronhospazma primijenjeni su bronhodilatatori u obliku otopine za inhaliranje, a ovisno o 
težini kliničke slike i plućne funkcije po potrebi i drugi lijekovi i postupci. 
 
4.3.4. Obrada induciranog iskašljaja 
 
 Dobiveni uzorak induciranog iskašljaja obrađen je najkasnije u roku 2 sata, a obično 
odmah po završenoj indukciji. Postupak obrade IS (prilog 4) započeo je mehaničkim 
odvajanjem viskoznih i čvršćih dijelova iskašljaja koji su odlagani u prethodno izvaganu 
plastičnu kušalicu. Potom je kušalica ponovo izvagana s iskašljajem, a količina iskašljaja 
izračunana iz razlike dvaju mjerenja. Sve je mjereno na Metlerovoj mehaničkoj 
laboratorijskoj vagi (srednja vrijednost  od 3 mjerenja na tri decimale). Dobiveni podatci 
mjerenja i izračunavanja upisivani su u posebno pripremljen obrazac (prilog 5). Nakon 
odabira iskašljaja dodavane su četverostruke količine otopine 10% ditiotreitola DTT 
(Sputolysin) i fosfatnog pufera (PBS) u svrhu homogenizacije. Nakon dodavanja otopina 
uslijedio je postupak vrtloženja tijekom 60 odnosno 30 sekundi. Postupak je nastavljen 
procesom laganog miješanja tijekom 60 minuta. Homogenizirana otopina filtrirana je kroz 70 
µm plastičnu mrežici te potom sadržaj centrifugiran je na 1500 okretaja tijekom 15 minuta. 
Nakon odvajanja od taloga, tri uzorka supernatanta pohranjena su do analize u hladnjak na -
70° C . 
 
4.3.5. Laboratorijska mjerenja 
 
1. Mjerenje ECP-a u induciranom iskašljaju i serumu 
 
 Za mjerenje ECP u serumu i IS upotrijebljen je imunoflurescentni test Pharmacia CAP 










2. Mjerenje ET-1 u IS i plazmi 
 
 Za mjerenje ET-1 u plazmi i IS upotrijebljen je endothelin ELISA (1-21) BI 20052 
nove generacije za višenamjensku uporabu (plazma, urin, supernatanti staničnih kultura), 
tvrtke Biomedica Gruppe (Beč, Austrija).  
     
3. Mjerenje ukupnih bjelančevina i albumina u IS 
 
Za određivanje ukupnih bjelančevina u IS upotrijebljen je turbidimetrijski test Proteins 
U/CSF, a za određivanje albumina upotrijebljen je imunoturbidimetrijski  test Tina-Quant® 
albumin in urine. Za oba testa tvrtke Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Njemačka) 
korišten je kalibrator C.f.a.s. PUC. Obje metode inače upotrebljavaju se za određivanje 
bjelančevina u mokraći i cerebrospinalnom likvoru.  
Koncentracija ukupnih bjelančevina i koncentracija albumina je izmjerena, a 
nealbumnski udio bjelančevina izračunan je kao razlika navedenih izmjerenih vrijednosti. 
Kako bi se umanjio učinak mogućeg, a nemjerljivog razrjeđenja IS drugim tekućim 
sadržajima tijekom postupka dobivanja uzorka, dobivene vrijednosti medijatora prikazane su i 
izražene u odnosu na miligram ukupnih bjelančevina, miligram albumina i miligram 
nealbuminskih bjelančevina u istom uzorku iskašljaja. 
 
4.4. Statistička obrada podataka 
 
Brojčani podatci opisani su osnovnim mjerama sredine i raspršenja. Opisni podatci 
predočeni su frekvencijama. Testiranje razlike učinjeno je za skupine bolesnika i kontrolnih 
ispitanika, te za bolesnike u dvama različitim stupnjevima bolesti. Za istraživanje razlike 
između dviju nezavisnih skupina upotrijebljen je Man-Whitney test. Za istraživanje razlike 
između dvaju zavisnih uzoraka upotrijebljen je Wilcoxonov test. Za ocjenu povezanosti 
upotrijebljen je Spearmanov koeficijent korelacije (ρ). Za testiranje podudarnosti između 
parova podataka za promjene subjektivnih tegoba između stabilne i pogoršane bolesti 
upotrijebljen je Bowkerov test simetrije. Za dvije kategorije, k= 2, test je isti kao McNemarov 
test (152). 
  S obzirom da je riječ o eksperimentalno dobivenim kvantitativnim podatcima teško je 
utvrditi koji pokazatelj kojom vrijednošću najbolje kvalitativno razlučuje normalan i 




promijenjen nalaz. Osjetljivost i specifičnost testa ovise o uzorku ispitanika (153). Da bi se 
procijenila vrijednost spirometrijskih i biokemijskih pokazatelja, upotrijebljena je metoda 
izračuna ROC krivulje kojom se stupnjevito mijenjaju vrijednosti koje razlučuju normalne od 
promijenjenih nalaza (od engl. Reciever Operating Characteristic) (154). Metoda ROC-
krivulje odabrana je kao jednostavan način odabira relevantne 2x2 tablice kontigencije koja 
omogućuje točnu procjenu razlike pojedinog pokazatelja između pojedinih skupina bolesnika 
i kontrolnih ispitanika. Za takav izračun, vrijednosti pokazatelja bolesnika, za oba stupnja 
bolesti, i kontrolnih ispitanika ustrojeni su u obliku baze podataka na osobnom računalu. Za 
pojedine skupine stupnjevito je mijenjana točka razlučivanja (engl. cut-off point), kako bi se 
stvaranjem ROC-krivulje moglo objektivno utvrditi koja vrijednost najbolje razlučuje 
uspoređene skupine. 
 
Poslije odabira točke razlučivanja, za svaki je pokazatelj moguće postaviti dva upita: 
 
1. U koliko je bolesnika vrijednost pokazatelja veća ili jednaka točki 
razlučivanja, a u koliko je zdravih ispitanika vrijednost pokazatelja manja od 
točke razlučivanja? 
2. U koliko je bolesnika vrijednost pokazatelja manja od točke razlučivanja, a u 
koliko je zdravih ispitanika vrijednost pokazatelja veća ili jednaka točki 
razlučivanja? 
Kako nema racionalne osnove za pretpostavku koje je od ta dva pitanja točno za 
pojedini pokazatelj, neizostavno je uvijek postaviti oba pitanja, a rezultati će pretraživanja 
pokazati što je znakovito. Odgovori su na ta pitanja u tablicama različito obilježeni.  
Rabljene su sljedeće formule: 
 
Osjetljivost =  a/(a+c) 
Specifičnost=  d/(b+d) 
Točnost=  a+d/(a+b+c+d) 
 
(a-broj istinito pozitivnih nalaza, b-broj lažno pozitivnih nalaza, c-broj lažno negativnih 
nalaza, d-broj istinito negativnih nalaza). 
 
Osjetljivost je mjera uspješnosti metode u otkrivanju nazočnosti bolesti, dok je 
specifičnost mjera otkrivanja odsutnosti bolesti. Obje mjere su ujedinjene u točnosti čija je 




vrijednost blizu 1 za metodu koja pravilno razlučuje bolesne i zdrave, uz mali broj lažno 
pozitivnih i lažno negativnih nalaza. 
 Pri procjeni neke metode ROC-krivuljom izračunava se površina pod krivuljom koja 
je u vrijednih metoda blizu 1, a u bezvrijednih oko 0,5. Kako je u radu izračunan veliki broj 
ROC krivulja, tablično su prikazane samo vrijednosti koje su po vrijednosti χ 2 testa najbolje 
razlikovale uspoređene skupine odabrane prema vrijednosti.  
 Rabljeni su izvorno pisani programi za baze podataka te statistički paket Statistica for 
Windows 2005 (inačica 7.1, StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD). 
 Za ocjenu bitnosti dobivenih rezultata odabrana je razina bitnosti α =  0.05 
 






5.1. Spirometrijska mjerenja 
 
Osnovne vrijednosti spirometrijskih pokazatelja FEV1, PEF, FEF50  izmjerene u 
bolesnika s astmom i kontrolnih ispitanika prikazane su u tablici 2. Vrijednosti mjerene 
tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti prikazane su u tablici odvojeno.  
 
 




Vrijednosti osnovnih spirometrijskih pokazatelja 
(% referentnih ) 
FEV1 PEF FEF50 





























∗ STABILNA  
VS.  KONTROLA 
p<0.001 p= 0.003 p<0.001 
∗POGORŠANA 
VS.    KONTROLA 
p<0.001 p<0.001 p<0.001 
† STABILNA  
VS.  POGORŠANA 
p= 0.002 p= 0.001 p= 0.001 
 
∗Mann-Whitney U-test   
†Wilcoxonov test 
 
Vrijednosti ispitivanih spirometrijskih pokazatelja osnovnog mjerenja u kontrolnoj 
skupini očekivano nisu odstupale od referentnih vrijednosti. U bolesnika s astmom, također 
očekivano, izmjerene vrijednosti bile su snižene, osobito tijekom pogoršanja bolesti. 




Razlika u osnovnim spirometrijskim nalazima između bolesnika i kontrolnih ispitanika visoko 
je statistički bitna za FEV1  i FEF50 (p<0.001) te PEF (p= 0.003) tijekom stabilne bolesti, a 
tijekom pogoršane bolesti za sva tri pokazatelja (p<0.001). Između stabilne i pogoršane 
bolesti razlike su  u  spirometrijskim  nalazima  manje, ali također statistički bitne za FEV1 
(p= 0.002),  PEF (p= 0.001), FEF50 (p= 0.001).  
Vrijednosti spirometrijskih pokazatelja nakon premedikacije salbutamolom 
(bronhodilatacijski test) prikazane su u tablici 3.  
 




Vrijednosti spirometrijskih pokazatelja nakon primjene salbutamola 
(% referentnih ) 
FEV1 PEF FEF50 





























∗ STABILNA  
VS. KONTROLA 
p= 0.001 p= 0.004 p= 0.001 
∗ POGORŠANA  
VS. KONTROLA 
p<0.001 p= 0.001 p<0.001 
† STABILNA  
VS. POGORŠANA 





Nakon primjene salbutamola kako u stabilnoj tako i u pogoršanoj bolesti, očekivano, 
vrijednosti svih triju spirometrijskih pokazatelja su veće, ali ne dosežu referentne vrijednosti 
kao u kontrolnoj skupini. Razlika između bolesnika i kontrolnih ispitanika u spirometrijskim 
nalazima nakon salbutamola je statistički bitna za sva tri spirometrijska pokazatelja, za FEV1 i 
FEF50 (p= 0.001), za PEF (p= 0.004) tijekom stabilne bolesti, te za FEV1 i FEF50 (p<0.001), 




kao i PEF (p= 0.001) tijekom pogoršane bolesti. Između stabilne i pogoršane bolesti razlika u 
nalazu nakon salbutamola statistički je bitna samo za FEV1 (p= 0.017), dok za PEF (p= 0.108) 
i FEF50 (p= 0.136) nije nađena statistički bitna razlika.  
 
5.2. Bolesnički simptomi  
 
Analiza podataka upitnika za kontrolu bolesti tijekom stabilne bolesti ukazuje na vrlo 
dobru ili potpunu kontrolu astme, a tijekom pogoršanja bolesti na loše kontroliranu bolest. 
Zbroj 24-satnih simptoma tijekom stabilne bolesti iznosio je 1 ili 0, a tijekom pogoršanja 
bolesti između 3 do 6 (11 bolesnika tijekom pogoršanja bolesti imao je zbroj simptoma 5).  
Za oba testa razlika između simptoma tijekom stabilne bolesti i tijekom pogoršanja 
bolesti testirana Wilcoxonovim testom bila je statistički visoko bitna (p<0.001). 
 
5.3. Indukcija iskašljaja 
 
Prosječno trajanje indukcije iskašljaja u skupini kontrolnih ispitanika bilo 21 minutu 
(interkvartilni raspon 14 - 21 minuta), a u bolesnika i tijekom stabilne i tijekom pogoršane 
bolesti 14 minuta (interkvartilni raspon 14 – 21 minuta). Razlika u trajanju indukcije 
iskašljaja testirana Wilcoxonovim testom nije bila statistički bitna između kontrolnih 
ispitanika  i  bolesnika, kako  u  stabilnoj  bolesti  (p= 0.371),  tako  i  u  pogoršanoj bolesti 
(p= 0.424), a ni između stabilne i pogoršane bolesti (p= 0.586).  
Postupak indukcije iskašljaja primijenjen je na sveukupno 77 ispitanika, od toga 46 
bolesnika i 31 kontrolnog zdravog ispitanika. Izvedeno  je ukupno 100 indukcija, a u 83 je 
dobiven iskašljaj koji je bio zadovoljavajući za obradu i analizu. U bolesnika s astmom 
uspješnost je bila  89%, a u kontrolnih zdravih ispitanika 67,7%.  
Inhaliranje hipertonične otopine u ispitanih bolesnika imalo je različit učinak na 
subjektivne tegobe i plućnu funkciju u pojedinih bolesnika. Sukladno očekivanju u kontrolnih 
ispitanika ni u jednom slučaju nisu zabilježene subjektivne tegobe ni pogoršanje plućne 
funkcije.  Nasuprot tome, u nemalog broja bolesnika, usprkos liječenju ICS-ima i 
premedikaciji salbutamolom, registrirano je pogoršanje simptoma tijekom ili nakon postupka 
indukcije iskašljaja.  
Subjektivne tegobe za bolesnike tijekom indukcije iskašljaja prikazane su u tablici 4. 
O pogoršanju subjektivnih tegoba izjasnilo se u razdoblju stabilne bolesti 9 bolesnika, a u 
razdoblju pogoršanja bolesti 13 bolesnika.  






Tablica 4. Procjena subjektivnih tegoba tijekom postupka indukcije iskašljaja (N= 23) 
 
POGORŠANJE Stabilni bolesnici Pogoršani bolesnici 
NIJE NASTUPILO (0) 14 10 
BLAGO /UMJERENO (1) 2 5 




Razlika u pogoršanju simptoma u bolesnika tijekom indukcije iskašljaja između 
stabilne i pogoršane bolesti testirana Bowkerovim testom simetrije nije statistički bitna  
(p= 0.261).  
Vrijednosti spirometrijskih pokazatelja nakon indukcije iskašljaja prikazane su u 
tablici 5. 
Razlika u spirometrijskim nalazima nakon indukcije iskašljaja i nadalje je očekivano 
statistički bitna između kontrolnih ispitanika i bolesnika, kako u stabilnoj tako i u pogoršanoj 
bolesti, za sva tri spirometrijska pokazatelja (p<0.001). Između stabilne i pogoršane bolesti 

















Razlike između osnovnih, poslijedilatacijskih i poslijeindukcijskih spirometrijskih 
nalaza bolesnika za stabilnu i za pogoršanu bolest testirane su Wilcoxonovim testom i 
prikazane su na slikama  1., 2. i 3.  
Iz slike 1. razvidno je da se središnja vrijednost osnovnih nalaza FEV1 u bolesnika 
tijekom stabilne i pogoršane bolesti razlikuje. Reverzibilnost nakon primjene bronhodilatatora 
jasno je izražena tijekom pogoršane bolesti, dok se tijekom stabilne bolesti središnje 
vrijednosti osnovnih i poslijedilatacijskih nalaza ne razlikuju, iako je većina bolesnika imala 
pozitivan bronhodilatacijski test prema kliničkim kriterijima. Nakon postupka indukcije 
iskašljaja vrijednosti FEV1 u oba slučaja pogoršavaju se u odnosu na poslijedilatacijske i 
zadržavaju se na razini osnovnih vrijednosti u pogoršanoj bolesti. 
 
Skupina 
Vrijednosti  spirometrijskih pokazatelja nakon indukcije iskašljaja 
 (%) 
FEV1 PEF FEF50 































p<0.001 p<0.001 p<0.001 
∗POGORŠANA 
 VS. KONTROLA 
p<0.001 p<0.001 p<0.001 
†STABILNA  
VS.  POGORŠANA 
p= 0.115 p= 0.808 p= 0.088 
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Slika 1. Promjene FEV1 kroz mjerenja u bolesnika tijekom stabilne i tijekom 
pogoršane bolesti prikazane su kao udio referentne vrijednosti 
Stabilna bolest: osnovni vs.nakon indukcije p= 0.105. 
Pogoršana bolest: osnovni vs nakon indukcije p= 0.622. 
 
 
Razlika između osnovnih i poslijedilatacijskih nalaza, kao i između poslijedilatacijskih 
i poslijeindukcijskih nalaza za FEV1, kako u stabilnoj tako i u pogoršanoj bolesti, statistički je 
bitna (p<0.001). Razlika između osnovnog FEV1 i FEV1 nakon indukcije iskašljaja nije bila 
statistički bitna ni u bolesnika tijekom stabilne bolesti (p= 0.105), ni tijekom pogoršane 
bolesti (p= 0.622). Nakon indukcije iskašljaja tijekom stabilne bolesti došlo je do većeg 
pogoršanja FEV1 u odnosu na osnovne vrijednosti dok je u pogoršanoj bolesti donekle održan 









































                  PEF  






Slika 2. Promjene PEF kroz mjerenja u bolesnika tijekom stabilne i tijekom 
pogoršane bolesti prikazane su kao udio referentne vrijednosti. 
Stabilna bolest: osnovni vs nakon indukcije p<0.001 
Pogoršana bolest: osnovni vs nakon indukcije p= 0.899 
 
 
Iz slike 2. se vidi razlika između osnovnih središnjih vrijednosti PEF-a tijekom 
stabilne i pogoršane bolesti i razmjeran bronhodilatacijski učinak. Nakon indukcije uvjerljivo 
je veće sniženje PEF-a tijekom stabilne bolesti nego tijekom pogoršane, a da se pri tom 
poslijeindukcijske vrijednosti između stabilne i pogoršane bolesti međusobno ne razlikuju. 
Tijekom stabilne bolesti razlika između osnovnih i poslijedilatacijskih, poslijedilatacijskih i 
poslijeindukcijskih, te osnovnih i poslijeindukcijskih nalaza za PEF bila je statistički bitna u 
sva tri slučaja redom (p= 0.009) (p= 0.003) (p<0.001). Tijekom pogoršane bolesti razlika u 
nalazima PEF-a bila je kao u slučaju FEV1 statistički bitna između osnovnih i 
poslijedilatacijskih vrijednosti (p<0.001), te između poslijedilatacijskih i poslijeindukcijskih 
vrijednosti (p=0.001), a između osnovnih i poslijeindukcijskih vrijednosti razlika nije bila 
statistički bitna (p= 0.899).  
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Slika 3. Promjene FEF50 kroz mjerenja u bolesnika tijekom stabilne i tijekom 
pogoršane bolesti prikazane kao udio referentne vrijednosti. 
Stabilna bolest: osnovni vs nakon indukcije p= 0.580 
Pogoršana bolest: osnovni vs nakon indukcije p= 0.160 
 
 
Za središnje vrijednosti FEF50 opažamo gotovo istu promjenu u bolesnika tijekom 
stabilne i pogoršane bolesti, s tim da je bronhodilatacijski učinak bolji u bolesnika tijekom 
pogoršane bolesti. Razlika je statistički bitna između osnovnog i mjerenja nakon primjene 
bronhodilatatora (p<0.001), te između nalaza nakon primjene bronhodilatatora i nakon 
indukcije iskašljaja (p= 0.001). Razlika između osnovnog FEF50 i FEF50 nakon indukcije 
iskašljaja nije bila statistički bitna kako u bolesnika tijekom stabilne bolesti (p= 0.580), tako i 
tijekom pogoršane bolesti (p= 0.160). 
Iako promjena FEV1 nakon indukcije iskašljaja nije statistički bitna u odnosu na 
osnovne nalaze, u nekolicine bolesnika zabilježeno je sniženje FEV1 veće od 20%. To je bio 
razlog za prekid indukcije iskašljaja u 4 bolesnika tijekom stabilne bolesti, a u 5 bolesnika 
tijekom pogoršane bolesti. Nasuprot tom, u 5 bolesnika, na kraju indukcije iskašljaja tijekom 
pogoršane bolesti nađene vrijednosti FEV1 bile su više za 20% od osnovnih, odnosno 
bronhodilatacijski zaštitni učinak salbutamola održan je tijekom cijelog postupka. Gotovo iste 
promjene zapažaju se za PEF i FEF50.  




U uzorku ispitanih bolesnika za koje su navedeni rezultati nije bilo osobitih neželjenih 
događaja tijekom postupka indukcije. Bolesnici, usprkos tegobama i mogućem prekidu 
indukcije, jednako kao i kontrolni ispitanici, ocijenili su test dobro podnošljivim. Međutim, u 
tijeku prikupljanja uzorka ispitanika u dva stabilna bolesnika zabilježeno je teže pogoršanje 
plućne funkcije tijekom indukcije iskašljaja. S obzirom da se postupak indukcije nije 
namjeravao ponavljati u razdoblju pogoršanja bolesti, navedeni bolesnici su isključeni. 
Osobito je važno istaći slučaj jedne bolesnice koja je, pod slikom dobro kontrolirane bolesti, 
tijekom indukcije iskašljaja u prvoj minuti inhaliranja 3% hipertonične otopine razvila snažan 
astmatični napadaj.  
U svih bolesnika u kojih je došlo do subjektivnog pogoršanja ili pogoršanja plućne 
funkcije, nakon prekidanja postupka indukcije, vrlo je brzo došlo do potpune normalizacije, 
spontano ili uz primjenu lijekova.  
 
5.4. Biokemijska mjerenja 
 
Rezultati analize biokemijskih pokazatelja prikazani su u tablicama od 6 do 9.  
 
U tablici 6 prikazani su rezultati analize bjelančevina u IS. U bolesnika s astmom 
izmjerena je u IS viša koncentracija ukupnih bjelančevina i albumina nego u kontrolnih 
ispitanika. Nađena razlika bila je statistički bitna za ukupne bjelančevine (p= 0.030) i 
albumine (p= 0.005) između kontrolnih ispitanika i bolesnika tijekom pogoršanja bolesti, ali 
ne i između kontrolnih ispitanika i bolesnika tijekom stabilne bolesti. Nije nađena statistički 
bitna razlika između bolesnika i kontrolnih ispitanika za nealbuminske bjelančevine. Također 
nije nađena statistički bitna razlika za ukupne bjelančevine, albumine i nealbuminske 















Tablica 6.  Koncentracija ukupnih bjelančevina, albumina i nealbuminskih bjelančevina  
       izmjerena u IS 
 
∗Mann-Whitney U-test  
†Wilcoxonov test 





Rezultati analize ET-1 u IS prikazani su u tablici 7. Nije nađena statistički bitna 
razlika u koncentraciji  ET-1 u IS između kontrolnih ispitanika i bolesnika, ni tijekom stabilne 
bolesti, ni tijekom pogoršanja bolesti. Koncentracija ET-1 u IS također se nije statistički bitno 











































p= 0.182 p= 0.064 p= 0.121 
∗POGORŠANA 
 VS.  KONTROLA 
p= 0.030 p= 0.005 p= 0.066 
†STABILNA 
 VS.  POGORŠANA 
p= 0.661 p= 0.295 p= 0.778 




Tablica 7. Koncentracija ET-1 u IS 
 
∗Mann-Whytney U-test  
†Wilcoxonov test 
‡ET-1alb (ET-1 izražen u odnosu na albumine u IS) 
§ET-1nealbprot (ET-1 izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS) 
 
 
Kada su vrijednosti ET-1 izražene u odnosu na bjelančevine u istom uzorku IS, razlika 
između bolesnika tijekom pogoršanja bolesti i kontrolnih ispitanika postaje statistički bitna za 
ET-1 izražen u odnosu na ukupne bjelančevine (P= 0.036) i ET-1 izražen u odnosu na 
albumine (P= 0.009). ET-1 u IS tako izražen bio je bitno niži u bolesnika tijekom pogoršanja 
bolesti nego u kontrolnih ispitanika. Ta razlika nije nađena za ET-1 izražen u odnosu na 





  ET-1 u IS 
ET-1(pg/ml) ‡ET-1alb x 10-9 §ET-1nealbprot x 10-9 






























VS.  KONTROLA 
p= 0.422 p= 0.073 p= 0.115 
∗POGORŠANA 
 VS.  KONTROLA 
p= 0.411 p= 0.009 p= 0.079 
†STABILNA 
 VS.  POGORŠANA 
p= 0.578 p= 0.147 p= 0.658 




Tablica 8. Koncentracija ECP-a u IS 
 
 
∗Mann-Whytney U-test  
†Wilcoxonov test 
‡ECPalb (ECP izražen u odnosu na albumine u IS) 
§ECPnealbprot (ECP izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS) 
 
 
Rezultati analize za ECP u IS prikazani su u tablici 8. U bolesnika, tijekom stabilne 
bolesti, a osobito tijekom pogoršane bolesti, koncentracija ECP-a bila je statistički bitno viša 
nego u kontrolnih ispitanika (p<0.001). Razlika u koncentraciji ECP-a IS bolesnika bila je 
također statistički bitna između stabilne i pogoršane bolesti (p= 0.024). 
Kada su izmjerene vrijednosti ECP u IS izrečene u odnosu na koncentraciju ukupnih 
bjelančevina, albumina, odnosno nealbuminskih bjelančevina, razlike su manje, ali i nadalje 
postoji statistički bitna razlika za sve izvedene pokazatelje između kontrolnih ispitanika i  
bolesnika, kako tijekom stabilne tako i tijekom pogoršane bolesti. ECP izrečen u odnosu na 
nealbuminski dio ukupnih bjelančevina u potpunosti se podudara s ECP-om izrečenim u 
odnosu na ukupne bjelančevine, a razlika između bolesnika i kontrolnih ispitanika u oba 
slučaja statistički je bitna (p<0.001).  Međutim, naprijed opisana razlika u izmjerenoj  
Skupina 
ECP u IS 
ECP (µg/l) ‡ECPalb x 10-6 §ECPnealbprot x 10-6 































VS.  KONTROLA 
p<0.001 p= 0.005 p<0.001 
∗POGORŠANA 
VS.  KONTROLA 
p<0.001 p= 0.001 p<0.001 
†STABILNA 
 VS.  POGORŠANA 
p= 0.024 p= 0.872 p= 0.260 




koncentraciji ECP u IS bolesnika prestaje biti bitnom između stabilne i pogoršane bolesti 
ukoliko se ECP iskaže u odnosu na bjelančevine iskašljaja. 
 
Tablica 9.  Koncentracija ET-1 i ECP u venskoj krvi  
 
Skupina 
Biokemijski pokazatelji u krvi 
ET-1 (pg/ml) ECP (µg/l) 
medijan 25-75% medijan 25-75% 
ASTMA 
STABILNA 1.063 0.546-1.956 10.900 8.130-22.400 
POGORŠANA 0.828 0.499-1.721 17.500 11.200-28.000 
KONTROLA 1.024 0.452-1.615 11.550 7.852-19.000 
∗STABILNA 
VS.  KONTROLA 
p= 0.670 p= 0.922 
∗POGORŠANA 
VS.  KONTROLA 
p= 0.855 p= 0.113 
†STABILNA 
VS.  POGORŠANA 
p= 0.649 p= 0.048 
 




Koncentracija ET-1 u venskoj krvi nije se statistički bitno razlikovala između  
kontrolnih ispitanika i bolesnika, kako tijekom stabilne bolesti tako i tijekom pogoršane 
bolesti. Također nije nađena statistički bitna razlika u koncentraciji ET-1 u venskoj krvi 
između stabilne i pogoršane bolesti. 
Nije nađena niti statistički bitna razlika u koncentraciji ECP-a u venskoj krvi između 
bolesnika s astmom, kako u stabilnoj tako i u pogoršanoj bolesti, i kontrolnih ispitanika. 
Nasuprot tome koncentracija ECP u venskoj krvi bolesnika bila je statistički bitno viša 
tijekom pogoršanja bolesti, nego tijekom stabilne bolesti (p=  0.048).  
 




5.5. Vrijednost ispitivanih pokazatelja u razlučivanju bolesnika i kontrolnih ispitanika 
 
 
   Rezultati analize izračuna ROC krivulje za spirometrijske i biokemijske pokazatelje 
prikazani su u tablicama od 10. do 15. Svaki redak u navedenim tablicama prikazuje tablicu 
kontigencije koja je s najvećom vrijednošću χ2 razlučivala uspoređene skupine. Iz zadnjeg 
stupca tablice razvidna je bitnost izračunatih χ2 testova. 
U tablicama od 10. do 12. prikazani su rezultati izračuna ROC krivulje za 
spirometrijske pokazatelje prethodno standardizirane u odnosu na referentne vrijednosti. 
Prikazan je izračun za sva tri analizirana pokazatelja u sva tri mjerenja: osnovnom, nakon 
primjene bronhodilatatora i nakon postupka indukcije iskašljaja.  
Rezultati analize spirometrijskih pokazatelja za kontrolne ispitanike i bolesnike 
tijekom stabilne bolesti prikazane su u tablici 10., za kontrolne ispitanike i bolesnike tijekom 
pogoršanja bolesti u tablici 11., a između stabilne i pogoršane bolesti u tablici 12. Svi 
spirometrijski pokazatelji s visokom statističkom bitnošću razlučuju kontrolne ispitanike i 
bolesnike, kako u stabilnoj tako i u pogoršanoj bolesti (p<0.001). Stanje stabilne i stanje 
pogoršane bolesti statistički bitno razlučuju samo osnovni PEF (p= 0,016) i osnovni FEF50 
(p= 0,028). 
Osnovni spirometrijski pokazatelji pokazuju visoku točnost te osobito visoku 
specifičnost u razlučivanju skupine kontrolnih ispitanika i skupine bolesnika. Pri tom su FEV1 
i FEF50  visoko osjetljivi, osobito u slučaju pogoršanja bolesti. PEF je u oba slučaja vrlo nisko 
osjetljiv u otkrivanju bolesti, ali ne daje lažno pozitivnih nalaza. Vrijednost osnovnih 
spirometrijskih pokazatelja u razlučivanju stanja stabilne i pogoršane bolesti manja je nego u 
slučaju razlučivanju bolesnika i kontrolnih ispitanika.  
Nakon primjene bronhodilatatora, sva tri spirometrijska pokazatelja i nadalje pokazuju 
visoku točnost u razlučivanju bolesnika i kontrolnih ispitanika. Pri tom, slično kao i u slučaju 
osnovnih pokazatelja, pokazuju osobito visoku specifičnost i relativno nisku osjetljivost. 
Najveću vrijednost ima FEV1  koji je visoko osjetljiv i točan, a najmanju PEF koji ima najnižu 
osjetljivost i točnost. U razlučivanju bolesnika tijekom stabilne i pogoršane bolesti 
poslijedilatacijski spirometrijski pokazatelji nemaju osobitu vrijednost, a razlika nije 
statistički bitna ni za jedan ispitivani pokazatelj.  
Nakon indukcije iskašljaja sva tri spirometrijska pokazatelja imaju visoku točnost, 
gotovo 100% specifičnost, uz  nižu osjetljivost u razlučivanju skupine kontrolnih ispitanika i 
bolesnika, kako tijekom stabilne tako i tijekom pogoršane bolesti. U razlučivanju bolesnika 




tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti, poslijeindukcijski spirometrijski pokazatelji 
također se nisu pokazali vrijednima.  
Iz svega navedenog slijedi da su spirometrijski pokazatelji u svim mjerenjima vrlo 
vrijedni u razlučivanju kontrolnih ispitanika i bolesnika, osobito tijekom pogoršanja bolesti. 
Svi pokazatelji pokazuju izrazito visoku, često 100% sposobnost razlučivanja nalaza viših od 
optimalne razlučne točke, koji pripadaju kontrolnim ispitanicima, dok je sposobnost 
prepoznavanja nižih nalaza koji pripadaju bolesnicima mnogo manja. Pri tome su se pojedini 
pokazatelji  pokazali vrjednijima od drugih. Najveću osjetljivost u razlučivanju ima osnovni i 
poslijeindukcijski FEV1 (0,913) u skupini kontrolnih ispitanika i bolesnika tijekom 
pogoršanja bolesti, dok PEF ima gotovo uvijek nižu osjetljivost, osobito u skupini stabilnih 
bolesnika i kontrolnih ispitanika (0,478) . 
 Vrijednost spirometrijskih pokazatelja u razlučivanju bolesnika tijekom stabilne i 
pogoršane bolesti pokazala se mnogo manjom i ograničenom samo na osnovni PEF i FEF50. 
Tablice 13. do 15. prikazuju rezultate analize izračuna ROC krivulje za biokemijske 
pokazatelje.  
Tablica 13. prikazuje razlike u biokemijskim nalazima stabilnih bolesnika i kontrolnih 
ispitanika. Nemali broj pokazatelja (ET-1, ukupne bjelančevine, nealbuminske bjelančevine u 
IS, te ET-1 i ECP u venskoj krvi) ni najboljom tablicom kontigencije nije statistički bitno 
razlučivao uspoređene skupine, te su se pokazali nedostatnim za tu namjenu. Za razliku od 
njih, statističku bitnost u razlučivanju uspoređenih skupina pokazali su ECP u IS (p<0.001), 
albumini u  IS (p= 0,043), te  ET-1 i  ECP u  IS izraženi  u odnosu na ukupne bjelančevine 
(p= 0,046; p<0.001), u odnosu na albumine (p= 0,005; p= 0,023), te u odnosu na 
nealbuminske bjelančevine (p= 0,034, p= 0,002).  
Tablica 14. prikazuje razlike u biokemijskim nalazima bolesnika tijekom pogoršanja 
bolesti i kontrolnih ispitanika. Ponovno neki od pokazatelja kao što su nealbuminske 
bjelančevine u IS, te ET-1 i ECP u venskoj krvi, ni najboljom tablicom kontigencije nisu 
statistički bitno razlučivali uspoređene skupine, te su se pokazali nedostatnim za tu namjenu. 
Blizu razine bitnosti bili su ET-1 i albumini u IS.  
Statističku bitnost u razlučivanju navedenih skupina pokazali su ECP u IS (p<0.001) i 
ukupne bjelančevine u IS (p= 0,027), ET-1 i ECP u IS izraženi u odnosu na ukupne 
bjelančevine (p= 0,002; p<0.001), te u odnosu na albumine  (p<0.001; p= 0,014), kao i u 
odnosu na nealbuminske bjelančevine (p= 0,002; p<0.001). 
Tablica 15. prikazuje razlike u biokemijskim nalazima u bolesnika tijekom pogoršanja 
bolesti i tijekom stabilne bolesti. Većina biokemijskih pokazatelja nije pokazala statističku 




bitnost u razlučivanju stanja stabilne i stanja pogoršane bolesti. Blizu razine bitnosti bio je 
ECP izražen u odnosu na ukupne bjelančevine iskašljaja koji je u pogoršanju bolesti bio 
povećan (p= 0,074). Navedena stanja bolesti statistički je bitno razlučivao samo ET-1 izražen 
u odnosu na albumine (p= 0.017) koji je u pogoršanju bolesti bio bitno niži, a što je u suglasju 
s prije opisivanim tablicama.  
Podatci izračuna ROC krivulje za biokemijske pokazatelje pokazuju da među svim 
biokemijskim pokazateljima jedino ECP u IS, uz optimalnu razlučnu točku, ima visoku i 
osjetljivost i specifičnost, a razlika između uspoređenih skupina bolesnika i kontrolnih 
ispitanika testirana χ2 testom statistički je visoko bitna (p<0.001). U razlučivanju bolesnika sa 
stabilnom i pogoršanom bolesti, ECP u induciranom iskašljaju bolesnika pokazao se manje 
vrijedan, a razlika nije bila statistički bitna. 
U induciranom iskašljaju ET-1 ima relativno visoku osjetljivost, ali prema svemu 
ostalomu malu vrijednost u razlučivanju kontrolnih ispitanika od bolesnika, kako u stabilnoj 
tako i u pogoršanoj bolesti. Podjednako slabo razlučuje bolesnike tijekom stabilnoga i 
pogoršanoga stupnja bolesti.  
Ukupne bjelančevine, albumini i nealbuminski udio bjelančevina u iskašljaju 
ispitivanih bolesnika i kontrolnih ispitanika nisu se pokazali osobito vrijedni pokazatelji u 
razlučivanju tih skupina. Pri tom su albumini u iskašljaju visoko osjetljivi u razlučivanju  
stabilnih bolesnika i kontrolnih ispitanika, a u razlučivanju bolesnika tijekom pogoršanja 
bolesti i kontrolnih ispitanika veću osjetljivost imaju ukupne bjelančevine. Nealbuminske 
bjelančevine nemaju gotovo nikakvu sposobnost razlučivanja ovih skupina. Vrijednost ovih 
pokazatelja u razlikovanju bolesnika tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti još je manja.  
Kada su ET-1 i ECP u iskašljaju prikazani u odnosu na ukupne bjelančevine, albumine 
i nealbuminski udio bjelančevina, dobili smo specifičnije i manje osjetljive pokazatelje u 
razlikovanju stabilnih bolesnika i kontrolnih ispitanika. Pri tom su se pokazali kao bolji i 
točniji pokazatelji ET-1 izažen u odnosu na albumine, te ECP izražen u odnosu na ukupne 
bjelančevine i nealbuminske bjelančevine koji statistički bitno razlikuju stabilne bolesnike i 
kontrolne ispitanike. U razlučivanju bolesnika tijekom pogoršanja bolesti i kontrolnih 
ispitanika isti pokazatelji još su specifičniji, osjetljiviji i točniji, a razlika testirana χ2 testom 
statistički je bitna. 
U razlučivanju bolesnika tijekom stabilne bolesti i tijekom pogoršane bolesti ti 
pokazatelji imaju malu sposobnost razlučivanja. Osjetljivost, specifičnost i točnost relativno 
su niski, a razlika je statistički bitna samo za ET-1 izražen na albumine. 




Vrijednost je ECP i ET-1 u venskoj krvi u razlučivanju kontrolnih ispitanika i 
bolesnika, kako u stabilnoj tako i u pogoršanoj bolesti mala, a jednako i u razlučivanju 
bolesnika tijekom stabilne i pogoršane bolesti. Ti pokazatelji imaju vrlo nisku osjetljivost i 
točnost, s tim da ECP ima relativnu specifičnost u razlikovanju kontrolnih ispitanika i 























bolesnici a b c d osjetljivost specifičnost točnost χ 
2 p 
Osnovni 
FEV1 veći/jednak 100.4 manji 18 2 5 19 0.783 0.905 0.841 20.918 <0.001 
PEF veći/jednak 80 manji 11 0 12 21 0.478 1.000 0.727 13.391 <0.001 
FEF50 veći/jednak 70.2 manji 17 1 6 20 0.739 0.952 0.841 21.714 <0.001 
Nakon primjene 
bronhodilatatora 
FEV1 veći/jednak 90 manji 12 0 11 21 0.522 1.000 0.750 15.065 <0.001 
PEF veći/jednak 85 manji 11 1 12 20 0.478 0.952 0.705 10.263   0.001 
FEF50 veći/jednak 70 manji 14 0 9 21 0.609 1.000 0.795 18.747 <0.001 
Nakon indukcije 
iskašljaja 
FEV1 veći/jednak 90 manji 16 0 7 21 0.696 1.000 0.841 22.956 <0.001 
PEF veći/jednak 90 manji 18 2 5 19 0.783 0.905 0.841 20.918 <0.001 
























bolesnici a b c d osjetljivost specifičnost točnost χ 
2 p 
Osnovni 
FEV1 veći/jednak 100 manji 21 2 2 19 0.913 0.905 0.909 29.427 <0.001 
PEF veći/jednak 80 manji 15 0 8 21 0.652 1.000 0.818 20.779 <0.001 
FEF50 veći/jednak 80.2 manji 21 3 2 18 0.913 0.857 0.886 26.263 <0.001 
Nakon primjene 
bronhodilatatora 
FEV1 veći/jednak 100 manji 19 2 4 19 0.826 0.905 0.864 23.502 <0.001 
PEF veći/jednak 85 manji 15 1 8 20 0.652 0.952 0.795 17.337 <0.001 
FEF50 veći/jednak 90 manji 18 2 5 19 0.783 0.905 0.841 20.918 <0.001 
Nakon indukcije 
iskašljaja 
FEV1 veći/jednak 98.4 manji 21 0 2 21 0.913 1.000 0.955 36.680 <0.001 
PEF veći/jednak 75 manji 14 0 9 21 0.609 1.000 0.795 18.747 <0.001 
FEF50 veći/jednak 69.8 manji 17 0 6 21 0.739 1.000 0.864 25.294 <0.001 
 
 

















bolest a b c d osjetljivost specifičnost točnost χ 
2 p 
Osnovni 
FEV1 veći/jednak 55 manji 7 2 16 21 0.304 0.913 0.609 3.453 0.063 
PEF veći/jednak 70 manji 13 5 10 18 0.565 0.783 0.674 5.841 0.016 
FEF50 veći/jednak 36 manji 11 4 12 19 0.478 0.826 0.652 4.847 0.028 
Nakon primjene 
bronhodilatatora 
FEV1 veći/jednak 96 manji 18 12 5 11 0.783 0.478 0.630 3.450 0.063 
PEF veći/jednak 81 manji 14 8 9 15 0.609 0.652 0.630 3.136 0.077 
FEF50 veći/jednak 100 manji 21 16 2 7 0.913 0.304 0.609 3.453 0.063 
Nakon indukcije 
iskašljaja 
FEV1 veći/jednak 98 manji 20 17 3 6 0.870 0.261 0.565 1.243 0.265 
PEF veći/jednak 39 manji 6 3 17 20 0.261 0.870 0.565 1.243 0.265 












Tablica 13. Usporedba biokemijskih nalaza kontrolnih ispitanika i bolesnika tijekom stabilne bolesti 
 
 




bolesnici a b c d osjetljivost specifičnost točnost χ 
2 p 
IS ET-1 veći/jednak 18 manji 7 2 16 19 0.304 0.905 0.591 2.950 0.086 
ECP manji 70 veći/jednak 20 6 3 15 0.869 0.714 0.795 15.479 <0.001 
Ukupne 
bjelančevine manji 990 veći/jednak 17 12 6 9 0.739 0.428 0.590 1.373 0.241 
Albumini manji 40 veći/jednak 21 14 2 7 0.913 0.333 0.636 4.095 0.043 
Nealb. 
bjelančevine manji 1600 veći/jednak 13 9 10 12 0.565 0.571 0.568 0.819 0.365 
*ET-1ukprot veći/jednak 0.007 manji 8 2 15 19 0.348 0.905 0.614 3.987 0.046 
†ET-1alb veći/jednak 0.19 manji 14 4 9 17 0.609 0.810 0.705 7.942 0.005 
‡ET-1nealbprot veći/jednak 0.01 manji 10 3 13 18 0.435 0.857 0.636 4.494 0.034 
§ECPukprot manji 0.078 veći/jednak 15 2 8 19 0.652 0.904 0.772 14.361 <0.001 
‖ECPalb manji 1.655 veći/jednak 12 4 11 17 0.521 0.809 0.659 5.205 0.023 
¶ECPnealbprot manji 0.09 veći/jednak 15 4 8 17 0.652 0.809 0.727 9.537 0.002 
Venska 
krv 
ET-1 veći/jednak 1.25 manji 16 11 7 10 0.696 0.476 0.591 1.367 0.242 
ECP manji 20 veći/jednak 7 4 16 17 0.304 0.809 0.545 0.759 0.384 
 
*ET-1 ukprot (ET-1 izražen u odnosu na ukupne bjelančevine u IS) 
†ET-1alb (ET-1 izražen u odnosu na albumine u IS) 
‡ET-1nealbprot (ET-1 izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS) 
§ECP ukprot (ECP izražen na ukupne bjelančevine u IS) 
‖ECPalb (ECP izražen u odnosu na albumine u IS) 
¶ECPnealbprot (ECP izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS) 




Tablica 14. Usporedba biokemijskih nalaza kontrolnih ispitanika i bolesnika tijekom pogoršane bolesti. 
 
 




bolesnici a b c d osjetljivost specifičnost točnost χ 
2 p 
IS ET-1 veći/jednak 19 manji 9 3 14 18 0.391 0.857 0.614 3.416 0.065 
ECP manji 100 veći/jednak 20 5 3 16 0.869 0.761 0.818 17.840 <0.001 
Ukupne 
bjelančevine 
manji 1000 veći/jednak 20 12 3 9 0.869 0.428 0.659 4.919 0.027 
Albumini manji 150 veći/jednak 14 7 9 14 0.608 0.666 0.636 3.336 0.068 
Nealb. 
bjelančevine 
manji 1800 veći/jednak 12 8 11 13 0.521 0.619 0.568 0.877 0.349 
*ET-1ukprot veći/jednak 0.008 manji 12 2 11 19 0.522 0.905 0.705 9.204 0.002 
†ET-1alb veći/jednak 0.1 manji 16 3 7 18 0.696 0.857 0.773 13.672 <0.001 
‡ET-1nealbprot veći/jednak 0.01 manji 14 3 9 18 0.609 0.857 0.727 10.047 0.002 
§ECPukprot manji 0.1 veći/jednak 19 2 4 19 0.826 0.904 0.863 23.502 <0.001 
‖ECPalb manji 0.65 veći/jednak 19 10 4 11 0.826 0.523 0.681 5.981 0.014 
¶ECPnealbprot manji 0.1 veći/jednak 18 4 5 17 0.782 0.809 0.795 15.395 <0.001 
venska
krv 
ET-1 veći/jednak 0.9 manji 15 9 8 12 0.652 0.571 0.614 2.213 0.137 
ECP manji 20 veći/jednak 9 4 14 17 0.391 0.809 0.590 2.126 0.145 
 
*ET-1 ukprot (ET-1 izražen u odnosu na ukupne bjelančevine u IS) 
†ET-1alb (ET-1 izražen u odnosu na albumine u IS) 
‡ET-1nealbprot (ET-1 izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS) 
§ECP ukprot (ECP izražen na ukupne bjelančevine u IS) 
‖ECPalb (ECP izražen u odnosu na albumine u IS) 
¶ECPnealbprot (ECP izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS)




Tablica 15. Usporedba biokemijskih nalaza tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti. 
 
 




bolesti a b c d osjetljivost specifičnost točnost χ 
2 p 
IS ET-1 veći/jednak 24 manji 16 12 7 11 0.696 0.478 0.587 1.460 0.227 
ECP manji 240 veći/jednak 16 11 7 12 0.695 0.521 0.608 2.241 0.134 
Ukupne  
bjelančevine 
manji 1000 veći/jednak 20 17 3 6 0.869 0.260 0.565 1.243 0.265 
Albumini manji 200 veći/jednak 14 10 9 13 0.608 0.565 0.586 1.393 0.238 
Nealb. 
bjelančevine 
veći/jednak 3250 manji 20 17 3 6 0.870 0.261 0.565 1.243 0.265 
*ET-1ukprot veći/jednak 0.008 manji 12 7 11 16 0.478 0.304 0.391 2.241 0.134 
†ET-1alb veći/jednak 0.125 manji 17 9 6 14 0.739 0.609 0.674 5.661 0.017 
‡ET-1nealbprot veći/jednak 0.01 manji 14 9 9 14 0.609 0.609 0.609 2.173 0.140 
§ECPukprot manji 0.21 veći/jednak 16 10 7 13 0.695 0.565 0.630 3.184 0.074 
‖ECPalb veći/jednak 1.4 manji 12 6 11 15 0.522 0.714 0.614 1.415 0.234 
¶ECPnealbprot manji 0.25 veći/jednak 15 11 8 12 0.652 0.521 0.586 1.415 0.234 
Venska 
krv 
ET-1 veći/jednak 0.9 manji 15 10 8 13 0.500 0.565 0.538 2.190 0.139 
ECP manji 15 veći/jednak 13 8 10 15 0.565 0.652 0.608 2.190 0.139 
 
*ET-1 ukprot (ET-1 izražen u odnosu na ukupne bjelančevine u IS) 
†ET-1alb (ET-1 izražen u odnosu na albumine u IS) 
‡ET-1nealbprot (ET-1 izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS) 
 
§ECP ukprot (ECP izražen na ukupne bjelančevine u IS) 
‖ECPalb (ECP izražen u odnosu na albumine u IS) 
¶ECPnealbprot (ECP izražen u odnosu na nealbuminske bjelančevine u u IS) 
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5.6. Povezanost između pokazatelja 
 
Između simptoma i većine pokazatelja  plućne funkcije u ispitanih bolesnika nađena je 
statistički bitna povezanost. Tijekom stabilne bolesti zbroj simptoma negativno je korelirao s 
osnovnim PEF (ρ= -0.461, p= 0.027) i FEF50 (ρ= -0.429, p= 0.041), te sa sva tri 
poslijeindukcijska pokazatelja FEV1 (ρ= -0.588, p= 0.003), PEF (ρ= -0.477, p= 0.021) i FEF50 
(ρ= -0.445, p= 0.033). Tijekom pogoršanja bolesti zbroj simptoma bitno negativno korelira sa 
sva  tri osnovna spirometrijska  pokazatelja  FEV1  (ρ=  -0.473, p= 0.023), PEF (ρ=  -0.485, 
p= 0.019) i FEF50 (ρ= -0.455, p= 0.029), ali povezanost s poslijeindukcijskim spirometrijskim 
nalazima nije nađena.  Pogoršanje subjektivnih tegoba tijekom indukcije iskašljaja koreliralo 
je statistički bitno negativno s nalazom sva tri poslijeindukcijska spirometrijska pokazatelja, 
tijekom stabilne bolesti za  FEV1  (ρ= -0.665, p= 0.001), PEF (ρ= -0.772, p<0.001),  FEF50 
(ρ= - 0.578, p= 0.004), i  tijekom  pogoršane bolesti  za  FEV1 (ρ=  -0.434, p= 0.039), PEF 
(ρ= -0.529, p= 0.009),  FEF50 (ρ= - 0.444, p= 0.034). 
U ispitanih  bolesnika tijekom stabilne, kao i tijekom pogoršane bolesti, te u 
kontrolnih ispitanika nije nađena  statistički  bitna  povezanost između koncentracije ET-1 u 
IS i koncentracije ET-1  u venskoj  krvi  (ρ= 0.346, p= 0.114; ρ= -0.040, p= 0.857; ρ= -0.112, 
p= 0.637). Međutim, kada je koncentracija ET-1 u IS izražena u odnosu na koncentraciju 
albumina, a također i nealbuminskih bjelančevina u IS, nađena je bitna povezanost s 
koncentracijom  ET-1  u  venskoj  krvi  stabilnih  bolesnika  (ρ= 0.436, p= 0.030; ρ= 0.455, 
p= 0.033). U bolesnika tijekom pogoršanja bolesti i u kontrolnih ispitanika ne pronalazi se 
povezanost na ovaj način izražene koncentracije ET-1 u IS s koncentracijom ET-1 venske 
krvi. Kao i u slučaju ET-1, koncentracija ECP u IS nije statistički bitno korelirala s 
koncentracijom ECP u venskoj krvi ni u jednoj ispitivanoj skupini. Kada je ECP u IS izražen 
u odnosu na nealbuminske bjelančevine u IS nađena je bitna negativna korelacija s ECP-om 
venske krvi u kontrolnih ispitanika (ρ= –0.515, p= 0.035). Takav nalaz nije opažen u 
bolesnika. 
Nađena  je bitna negativna  povezanost između ET-1 i ECP samo  u IS bolesnika 
tijekom stabilne bolesti (ρ = -0.473, p= 0.026). Takva povezanost ne opaža se u bolesnika 
tijekom pogoršanja bolesti, a ni  u kontrolnih ispitanika. Međutim, kada je ET-1 u IS izražen u 
odnosu na ukupne bjelančevine, albumine i nealbuminske bjelančevine, nađena je bitna 
negativna  povezanost  s ECP-om  u IS bolesnika, tijekom  stabilne  (ρ= -0.622,  p= 0.002;   
ρ= -0.713, p< 0.001; ρ= -0.547, p= 0.008),  ali  i  pogoršane  bolesti  (ρ= -0.565, p= 0.005;   
ρ= -0.859, p< 0.001; ρ= -0.691, p= 0.001), a također i u kontrolnih ispitanika (ρ= -0.618,     
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p= 0.004; ρ= -0.672, p= 0.002; ρ= -0.604, p= 0.008). Nije nađena povezanost između ET-1 i 
ECP u venskoj krvi ni u  jednoj ispitivanoj  skupini, u  bolesnika tijekom  stabilne  bolesti  
(ρ= -0.076, p= 0.730), tijekom pogoršane bolesti (ρ= 0.129, p= 0.557) i u kontrolnih 
ispitanika (ρ= -0.249, p= 0.291). 
U kontrolnih ispitanika, bolesnika tijekom stabilne bolesti, kao i tijekom pogoršanja 
bolesti ECP u IS bitno je korelirao s ukupnim bjelančevinama (ρ= 0.635, p= 0.003; ρ= 0.574, 
p= 0.005;  ρ= 0.740, p<.001), albuminima (ρ= 0.663 p= 0.003; ρ= 0.650, p= 0.001; ρ= 0.777, 
p<0.001), kao i nealbuminskim  dijelom bjelančevina u IS (ρ=  0.662, p=  0.006; ρ=  0.584, 
p= 0.004; ρ=  0.748, p<0.001).  
 U bolesnika tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti, ET-1 u IS negativno je 
korelirao s ukupnim bjelančevinama (ρ= -0.575, p= 0.005; ρ= -0.480, p= 0.020) i 
nealbuminskim bjelančevinama u IS (ρ= -0.608, p= 0.003; ρ= -0.559, p= 0.010), a s 
albuminima u IS samo u stabilnoj bolesti (ρ= -0.508, p= 0.016). U kontrolnih ispitanika nije 
nađena ovakva povezanost.  
Nije nađena izravna povezanost između ET-1 u IS i venskoj krvi ni s jednim 
spirometrijskim pokazateljem. Nasuprot tomu, ECP u IS korelirao je bitno s osnovnim FEV1 
(ρ= -0.429, p= 0.041) i PEF (ρ= -0.430, p= 0.041) u pogoršanoj bolesti. U stabilnoj bolesti 
povezanost ECP-a sa spirometrijskim pokazateljima nije nađena. 
Kada su ispitivani pokazatelji promatrani kroz promjene nađene u pogoršanju bolesti u 
odnosu na stabilno stanje, prikazane kao omjer nalaza pogoršana/stabilna bolest, nađeno je da 
je promjena ET-1 u venskoj  krvi korelirala bitno s promjenom osnovnog  FEF50 (ρ= 0,479, 
p= 0,021). Tijekom pogoršanja bolesti većina bolesnika očekivano je imala niže vrijednosti 
FEF50 u odnosu na stabilnu bolest. Bolesnici u kojih su nalazi ET-1 u venskoj krvi tijekom 
pogoršanja bolesti bili niži nego tijekom stabilne bolesti, u isto vrijeme imali su i mnogo niže 
osnovne vrijednosti FEF50. Obrnuto, bolesnici koji su tijekom pogoršanja bolesti imali više 
vrijednosti ET-1 nego tijekom stabilne bolesti, u isto vrijeme imali su nepromijenjene ili 
neznatno promijenjene vrijednosti osnovnog FEF50. Regresijski pravac upućuje da je u 
bolesnika, u kojih je tijekom pogoršanja bolesti došlo do porasta ET-1 u venskoj krvi,  
istodobno zabilježeno manje pogoršanje osnovnog FEF50  (omjer pogoršanje bolesti/stabilna 
bolest manji od 1,2). Proizlazi da je povezanost koncentracije ET-1 u venskoj krvi s FEF50 u 
promatranih bolesnika bila u smislu da su vrijednosti FEF50 tijekom pogoršanja bolesti 
održane na razini stabilnih uz istovremeni porast vrijednosti ET-1 u plazmi. Nije nađena 
povezanost ispitivanih biokemijskih pokazatelja sa simptomima bolesti, ni u stabilnoj, ni u 





Ovaj rad imao je za cilj istražiti mogućnost primjene imunokemijskog mjerenja ET-1 u 
IS i venskoj krvi i procijeniti vrijednost takvog mjerenja u razlučivanju bolesnika oboljelih od 
astme od zdravih ispitanika, te stanja pogoršane bolesti od stanja stabilne bolesti.  
 
6.1. Procjena ET-1 i ostalih ispitanih biokemijskih pokazatelja  u astmi 
 
S velikom vjerojatnošću možemo smatrati da u venskoj krvi između ispitanih 
bolesnika i kontrolnih ispitanika ne postoji razlika u koncentraciji ET-1, a također ni između 
stabilne i pogoršane bolesti. Izrazito povišena koncentracija ET-1 u arterijskoj krvi nađena je 
u kongestivnom popuštanju srca (124) te ranoj fazi ARDS (155) što kao i povezanost s 
težinom bolesti ukazuje na povećano stvaranje tog medijatora u krvnim žilama. U ARDS 
nalaz se normalizira oporavkom plućne funkcije te se smatra da je porast ET-1 najvjerojatnije 
posljedica njegove smanjene razgradnje u oštećenim plućima. Dakle, u ovom se slučaju pluća 
isključuju kao mogući izvor njegovog povećanog stvaranja. U dvije studije nađene su 
povišene koncentracije ET-1 u perifernoj krvi astmatičara i kad nije bilo simptoma (157,158). 
U nekoliko ranijih istraživanja povišena koncentracije ET-1 nađena je tijekom akutnog 
astmatičnoga napadaja i u venskoj krvi (156,157) i u arterijskoj krvi (158). U naših bolesnika 
nalaz koncentracije ET-1 u venskoj krvi tijekom pogoršanja bolesti odražava stanje nakon 3 
dana te stoga nije usporedivo s povišenim vrijednostima u akutnim napadima astme u 
navedenim studijama.  
U ovom istraživanju serumski ECP, jedan od najstarijih poznatih biokemijskih 
pokazatelja za procjenu eozinofilne upale, nije se razlikovao bitno između bolesnika i 
kontrolnih ispitanika. U mnogim istraživanjima do sada, serumski ECP nađen je povišen u 
astmatičara (159-161). Nalaz u bolesnika, ispitivanih za potrebe ovoga rada,  objašnjava se 
uzorkom bolesnika koji nisu bili isključivo atopičari, te osobito činjenicom da je riječ o 
bolesnicima koji su liječeni protuupalnim lijekovima. Usprkos tomu, nađena je mala, ali ipak 
statistički bitna razlika u koncentraciji ECP u serumu između stabilne i pogoršane bolesti, što 
upućuje na aktivnost upale tijekom pogoršanja. Ovaj nalaz u suglasju je s rezultatima studija u 
kojima su povišene serumske koncentracije ECP nađene u pogoršanju bolesti kao odraz 
slabijeg odgovora na protuupalno liječenje, odnosno nedostane kontrole bolesti (162,163). 
Nalaz visokog ECP-a smatra se više odrazom loše kontrole nego težine bolesti (164,165). 
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Rezultati mjerenja u ET-1 i ECP pokazali su da su koncentracije medijatora najmanje 
20 puta veće u IS nego u venskoj krvi što ukazuje da oba medijatora nastaju lokalno u 
respiracijskom sustavu. U studijama sa životinjama dokazano je da se stanje degranulacije 
eozinofila odvija unutar dišnih putova (166,167). Dokazano je također da se u dišnom sustavu 
ET-1 primarno stvara u epitelnim stanicama (168,169), u manjoj mjeri u endotelnim (170). 
Koncentracija ET-1 u IS, jednako kao i nalaz venske krvi, nije se statistički bitno 
razlikovala između bolesnika i kontrolnih ispitanika, a ni između stabilne i pogoršane bolesti. 
Međutim, u bolesnika je zapažena velika varijabilnost nalaza ET-1 u IS. U nekih bolesnika 
nađene su krajnje visoke vrijednosti ET-1 tijekom stabilne bolesti, u nekih drugih bolesnika 
tijekom pogoršane bolesti, dok slično ne opažamo u kontrolnih ispitanika. Neočekivano je što 
su koncentracije ET-1 u IS tijekom pogoršanja bolesti ipak bile niže, a kada je ET-1 izražen u 
odnosu na albumine razlika postaje statistički bitna. Ranija eksperimentalna istraživanja in 
vivo i in vitro otklanjaju kao mogući razlog za takav nalaz smanjeno stvaranje ET-1 tijekom 
pogoršanja jer su pružila dokaze o njegovoj umiješanosti u patogenetska i patofiziološka 
zbivanja u astmi, od klinički dokazanog učinka bronhospazma (131,171), do učinaka na 
proliferaciju mioblasta, fibroblasta, zadebljanje stijenke, odnosno uloge u procesu 
remodelacije bronha (38). Na samom pragu otkrića ET-1, Nomura i suradnici još su 1989. 
objavili slučaj mnogostrukog porasta koncentracije ET-1 u BAL-u u jednog bolesnika tijekom 
bronhospazma (sa 0.03 pg/ml na 0.5 pg/ml) (172). Poslije su uslijedila istraživanja na 
kulturama stanica koja su potvrdila da se ET-1 pojačano stvara u plućima bolesnika oboljelih 
od astme, te da je u epitelnim stanicama dišnih putova pohranjena velika količina ET-1. 
Početkom 90-ih, endotelinska imunoreaktivnost, izražavana kao postotak svih epitelnih 
stanica po jedinici duljine bazalne opne, dokazana je samo u epitelu dišnih putova bolesnika s 
astmom (168,170) (173). Iako je već tada bilo poznato da je zreli ET-1 i ET-3 prisutan u 
stanicama žljezdanog epitela i epitelu dišnih putova u zdravim odraslim ljudskim plućima 
(169), imunoreaktivnost nije nađena u stanicama zdravih ispitanika (168,170), a u bolesnika s 
KOPB-om samo iznimno (168). Istraživanja su također pokazala da je imunoreaktivnost u 
epitelnim stanicama veća u bolesnika koji imaju simptome astme, nego u onih bez simptoma 
(173). Dokazano je također da bronhalne epitelne stanice astmatičara u kulturi in vitro 
spontano otpuštaju ET-1 u velikim količinama tijekom 48 sati, za razliku od  KOPB-bolesnika 
i zdravih ispitanika u kojih je količina bila ispod razine mjerljivosti (168). Epitelne stanice 
asimptomatskih bolesnika otpuštale su ET-1 u neznatnim količinama pa se mogao otkriti tek 
nakon 24 sata (173).  
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Kurokawa i suradnici izvješćuju o bitnom porastu ET-1 u iskašljaju nakon alergijske 
provokacije u odnosu na stanje prije provokacije (174). U istraživanjima Chalmersa i 
suradnika nađene su bitno povišene koncentracije u slini i iskašljaju u odnosu na plazmu 
(175), dok razlika između bolesnika s astmom i zdravih ispitanika nije bila bitna, iako se u 
literaturi pogrješno citira suprotno (176). Činjenicu da je najviša koncentracija ET-1 
izmjerena u slini, važno je imati na umu pri interpretaciji rezultata IS s obzirom da se 
opisanom metodom gotovo ne može postići čistoća iskašljaja bez ikakvih primjesa sline. 
Međutim, kada je ET-1 analiziran u BAL, uzorku sekreta dišnih putova koji ne sadrži 
primjese sline, dobiveni su rezultati oprječni i zbunjujući. U jednom istraživanju nađene su 
povišene koncentracije ET-1 u BAL-u bolesnika sa stabilnom astmom u odnosu na zdrave 
ispitanike (177). Trakada i suradnici potvrdili su to zapažanje nalazom bitno više 
koncentracije ET-1 u BAL-u tijekom akutnog napada, ali i tijekom stabilne bolesti u odnosu 
na zdrave ispitanike (158). Nasuprot tomu, u jednom istraživanju, u BAL-u astmatičara 
tijekom spontanih noćnih napadaja astme, nađene su snižene koncentracije ET-1 (178). U 
bolesnika s astmom nađeno je, također, da je u BAL-u, uzetom iz segmenta u kojem je 
alergenom eksperimentalno izazvan bronhospazam, ET-1 bio neočekivano snižen u odnosu na 
koncentracije ET-1 u segmentu u kojem je stanje bilo stabilno (179). Iako se u literaturi ističe 
da IS može zamijeniti BAL, ti uzorci razlikuju se i s obzirom na dio bronhalnog stabla odakle 
potječu. Klinička istraživanja koncentracije ET-1 u sekretu dišnih putova pokazuju različite 
rezultate, a nalaz neočekivano snižene razine ET-1 u IS astmatičnih bolesnika u ovom 
istraživanju nije u suprotnosti sa svim dosadašnjim ispitivanjima. Iako se rezultati našeg 
istraživanja, s obzirom na razlike u metodi i uzorku bolesnika, ne mogu odgovarajuće 
usporediti s rezultatima navedenih studija, isto ukazuju na vjerojatnu neujednačenost 
promjena koncentracije ET-1 tijekom spontanih ili izazvanih pogoršanja bolesti. 
U IS bolesnika ECP bio je bitno viši od ECP kontrolnih ispitanika i pokazao se 
najvrjedniji od svih biokemijskih pokazatelja. Rezultati ranijih istraživanja pokazali su da je 
nalaz ECP u IS bolji u procjeni astme od broja eozinofila (180), te da je mnogo točniji i 
osjetljiviji od serumskog ECP-a (181). Nalaz izrazito visokih vrijednosti ECP-a u IS tijekom 
pogoršanja bolesti potvrđuje rezultate ranijih istraživanja koja ukazuju da ECP u induciranom 
iskašljaju vjerno odražava stanje kontrole bolesti (85,182-184). Brojna istraživanja, također, 
potvrđuju da je učinkovito protuupalno liječenje praćeno bitnim snižavanjem ECP u IS (185-
188). Nalaz visokih vrijednosti ECP u IS u bolesnika tijekom stabilne bolesti ukazao je na 
postojanje nekontrolirane upale dišnih putova usprkos odsutnosti simptoma i liječenju. 
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Nedovoljna kontrola upale objašnjava zašto su upravo ti bolesnici u ispitivanom razdoblju 
imali pogoršanje bolesti.  
Ukupne bjelančevine i albumini mjereni su s namjenom dobivanja dodatnih podataka 
o kvaliteti iskašljaja, razlikovali su se u ispitivanih skupina. Više koncentracije ukupnih 
bjelančevina, te osobito albumina u IS bolesnika, nego u kontrolnih ispitanika, u skladu su sa 
postojećim znanjima o povećanoj ekstravazaciji iz plazme, osobito tijekom pogoršanja bolesti 
(189,190). Iako su rezultati nekih istraživanja pokazali da se albumini u IS astmatičara bez 
simptoma i zdravih ispitanika ne razlikuju (167) većina istraživanja ukazuje da su u sekretu 
dišnih putova astmatičara uz albumine povišene i druge bjelančevine kao alfa makroglogulin, 
fibrinogen i ceruloplasmin (191). Povišene koncentracije albumina nađene su u astmatičara, 
osobito tijekom pogoršanja bolesti (192,193) i tijekom bronhoprovokacije histaminom (194). 
Veća koncentracija albumina nađena je tijekom neizravne bronhoprovokacije, nego tijekom 
izravne bronhoprovokacije metakolinom (195,196). U ispitivanom uzorku nemoguće je 
procijeniti u kojem omjeru je nalaz albumina u IS posljedica bolesti, a u kojem posljedica 
neizravne bronhoprovokacije uzrokovane inhalacijom hipertonične otopine tijekom postupka 
indukcije iskašljaja. Iako nema istraživanja u kojima je procjenjivana vrijednosti albumina i 
ukupnih bjelančevina u sekretu dšnih putova u astmi, zanimljivo je spomenuti istraživanja u 
kojima su albumini u bronhalnom ispirku metodom izračuna ROC krivulje procijenjeni 
korisnim u razlikovanje malignih i nemalignih bolesti pluća (197). 
U ovom istraživanju nije nađena povezanost ET-1 niti s jednim kliničkim 
pokazateljem. Nasuprot tome, nađena je jasna negativna korelacija s ECP u IS sa 
spirometrijskim pokazateljima tijekom pogoršanja bolesti. U malom broju studija ispitivana je 
i nađena povezanost koncentracije ET-1 u plazmi tijekom akutnog bronhospazma (156), i  
koncentracije ET-1 u BAL-u (177,198) sa spirometrijskim pokazateljima opstrukcije.  
U većem broju istraživanja nađena je negativna povezanost koncentracije ECP sa 
spirometrijskim pokazateljima FEV1 (199), FEV1/ FVC (200) jutarnjim PEF-om (182). 
Nađena je također povezanost ECP sa simptomima astme (159,182) što u ovom istraživanju 
nije bio slučaj.  Rosi i suradnici zaključili su da su pokazatelji upale u IS općenito neovisni od  
kliničkih i funkcionalnih pokazatelja (201). 
 
 58 
6.2. Mogući razlozi nalaza niske razine ET-1 u IS u bolesnika s astmom 
 
U ovom radu nađena koncentracija ET-1 u IS bolesnika, ne samo što nije potvrdila 
postavljenu hipotezu, već je potpuno neočekivano bila snižena u bolesnika tijekom pogoršanja 
bolesti. Razmotreni su mogući razlozi neočekivano niskih koncentracija ET-1 koji se odnose 
na niz okolnosti  in vivo i in vitro koje su mogle utjecati na to. 
Sveukupna razina stvorenog i otpuštenog ET-1 u dišnim putovima bolesnika proizlazi 
iz složene interakcija s brojnim citokinima, medijatorima, neurotransmiterima i drugim 
sudionicima upale. Istraživanja su pokazala da je ET-1 snažan kemotaktički čimbenik za 
neutrofile, monocite i eozinofile, te povećava lokalnu razinu IL-5 i IL-13 (202). ET-1 potiče 
monocite na stvaranje TNF-α, IL-8, GM-SCE, IL-1, IL-6 (203) Interakcija u smislu 
uzajamnog poticanja stvaranja i sekrecije ET-1 i GM-CSF smatra se da bi mogla pridonositi 
pogoršanjima kronične upale dišnih putova (204,205). U eksperimentalno izazvanoj 
eozinofilnoj upali u štakora se već nakon 15-ak minuta u plućnom tkivu otkriva porast 
mRNAET-1 koji počinje opadati nakon 2 sata. Sinteza ostalih citokina slijedi u kasnijim 
fazama upalnog odgovora. U BAL-u se pojavljuju najprije LTB4, IL-8 i TNF-α, a ET-1 nakon 
6 sati s maksimumom nakon 24 sata.  Blokada endotelinskih receptora bosentanom rezultira 
smanjenjem ispitanih citokina TNF-α, IL-4, IL-1β, INF-γ (206). Inkubacija epitelnih stanica 
astmatičara s IL-1β i histaminom rezultirala je pojačanom prisutnošću mRNAET-1 i njegovim 
pojačanim otpuštanjem iz stanica, a koncentracije u mediju su bile ovisne o dozi i vremenu 
proteklom od stimulacije (173). Rezultati ovih istraživanja sugerirali su da ET-1 čak prethodi 
eozinofilnoj upali i potiče stvaranje drugih citokina. Moguće je da u induciranom iskašljaju 
bolesnika s astmom nije nađen bitniji porast koncentracije ET-1 stoga što se on prema 
navedenim istraživanjima događa  u ranoj fazi upalnog odgovora, te pored toga ovisi ne samo 
o prisustvu već i o koncentraciji pojedinih medijatora. 
U astmi u kojoj dominira neutrofilna upala (207-209) očekivao bi se iz navedenog 
razloga porast ET-1 kao što je to slučaj u bronhiektazijama (210), cističnoj fibrozi i KOPB 
(211). Bakterijski produkt, lipopolisaharid (LPS) koji potiče neurofilnu upalu, potaknuo je in 
vitro sintezu ET-1 u stanicama alveolarnih makrofaga (212), ali primijenjen u štakora in vivo 
intratrahealno nije doveo do bitnije izraženosti ET-1mRNA u plućnom tkivu niti do bitnijeg 
porasta ET-1 u BAL-u. Nasuprot tome u eksperimentalno izazvanoj eozinofilnoj upali u 
štakora intratrahelnom primjenom dekstrana SDX uslijedio je značajan porast ET-1 (140).  
Istraživanja in vitro su pokazala uzajamnu povezanost ET-1 s TNF-α u eozinofilnoj 
upali. TNF-α potaknuo je oslobađanje ET-1 iz kulture glatkomišićnih bronhalnih stanica 
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goveda u kojima se u bazalnim uvjetima ne otkriva njegova aktivnost (204). ET-1 potaknuo je 
oslobađanje TNF-α iz alveolarnih makrofaga bolesnika sa stabilnom astmom, ali ne i u 
bolesnika s nestabilnom astmom koji su spontano otpuštali puno više TNF-α od stabilnih, a 
niti u zdravih ispitanika koji su ga spontano oslobađali vrlo malo (212). U studiji Finsnesa i 
suradnika u eksperimentalno izazvanoj upali u štakora nije nađeno da je porast TNF-α 
potakao sintezu ET-1 u plućima in vivo (140). 
U regulaciji vaskularnog i bronhalnog tonusa NO i ET-1 su u ravnoteži. NO i 
prostaciklin nađeni su povišeni u bolesnika s astmom kao i enzimi koji sudjeluju u njihovoj 
sintezi iNOS i COX-2 (213). Istraživanja u plućnoj hipertenziji pokazuju da je inhaliranje NO 
povezano sa sniženjem ET-1 u plazmi (214). Inhibicijom sinteze NO dolazi do izražaja 
vazokonstrikcijski učinak ET-1, koji se može oslabiti neselektivnom blokadom ili 
selektivnom blokadom ETB receptora (215). S druge strane ET-1 preko ETA receptora potiče 
oslobađanje NO i prostaciklina, te njegov učinak može biti i suprotan (216). Inhalirana doza 
ET-1 koja dovodi do kontrakcije bronha nije imala učinak na upalne stanica, TNF- α , IL-1 ß , 
NO2 i albumina niti na kasnu kontrakciju bronha (217). 
Učinak pojedinih medijatora je stimulacijski i uzajaman, a u nekim slučajevima 
stimulacija pojedinih od strane ET-1 može imati za posljedicu povratnu inhibiciju stvaranja i 
otpuštanja ET-1. U složenosti upale u astmi prisutnost pojedinih medijatora nije konstantna, 
što ovisi o utjecaju drugih medijatora i ne pokazuje stroge i nepromjenljive odnose.  
Sukladno istraživanjima Wagnera i suradnika na endotelnim stanicama (123) može se 
pretpostaviti da se u astmi ET-1 stvoren u epitelnim stanicama oslobađa samo djelomično u 
lumen, a djelomično prema tkivu gdje ostvaruje svoje djelovanje.  
Koncentracije ispitivanih biokemijskih pokazatelja u induciranom iskašljaju u svim 
skupinama ispitanika varirale su u velikom rasponu. U stvaranju iskašljaja sudjeluju 
raznovrsne stanice, strukturne stanice respiracijskog sustava i one koje u njega dolaze 
migracijom iz drugih dijelova tijela. Iskašljaj nastaje u različitim dijelovima bronhalnog stabla 
i nije za očekivati da se pojedini medijator koji nastojimo odrediti u iskašljaju izlučuje u 
podjednakoj mjeri u svih bolesnika. Iako je biološka varijabilnost prilikom mjerenja 
biokemijskih pokazatelja očekivana, postavlja se pitanje, je li koncentracija medijatora u IS 
bolesnika promijenjena u tijeku bolesti uslijed promjene kvalitete ili količine sekreta spontano 
ili pod utjecajem indukcije iskašljaja. Promjena koncentracije medijatora u bolesnika moguća 
je posljedica promjene njegova stvaranja, razgradnje, vezivanja ili razrjeđenja tvarima koje ne 
sadrže medijator kojeg mjerimo, a koje utječu na izmjerene vrijednosti.  
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Povećana sekrecija žlijezda ili permeabilnosti kapilara rezultira većom količinom tvari 
i tekućine u lumenu dišnih putova. Za pravilnu interpretaciju koncentracije neke tvari izražene 
u jedinici volumena bilo bi potrebno točnije utvrditi koja količina te tvari se nalazi u dišnim 
putovima kao normalni sastojak, odnosno koliki je volumen iskašljaja koji postoji u dišnim 
putovima u nekom trenutku. Kako nije moguće izmjeriti realnu količinu iskašljaja u danom 
trenutku i kako nisu poznate normalne koncentracije pojedinih medijatora u iskašljaju, ideja je 
bila da se koncentracija medijatora  pokuša vezati uz koncentraciju bjelančevina u IS, 
odnosno iskaže dijeljenjem s koncentracijom izmjerenih albumina i ukupnih bjelančevina, te 
nealbuminskih bjelančevina koji su izračunati kao udio iz razlike izmjerenih bjelančevina. 
Ukoliko imamo nepoznato razrjeđenje iskašljaja vezivanjem koncentracije medijatora za 
koncentraciju bjelančevina moglo bi se doći do pokazatelja koji bi bili manje osjetljivi na 
teško odredivu mjeru razrjeđenja. 
Rezultat ovakvog načina izražavanja koncentracije medijatora pokazao je da je 
koncentracija ET-1 izražena u odnosu na koncentraciju albumina niža od izmjerene te postaje 
čak statistički bitno niža u bolesnika tijekom pogoršanja bolesti nego u kontrolnih ispitanika. 
Ovaj nalaz podudara se s nalazom bitno niže koncentracije ET-1 u BAL-u koji je izražen u 
odnosu na bjelančevine u BAL-u u bolesnika tijekom noćnih simptoma astme (178). Sličan 
rezultat nađen je u bolesnika sa sistemskom sklerozom gdje je koncentracija ET-1 u BAL-u, 
izražena u odnosu na koncentraciju albumina, iako ne statistički bitno, bila niža u bolesnika 
nego u kontrolnih ispitanika (218). Na ovaj način izražena koncentracija ET-1 u naših 
ispitanika pokazuje bitnu povezanost s koncentracijom ET-1 u venskoj krvi tijekom stabilne 
bolesti kao i ECP-om u IS u svih ispitivanih skupina, a što prvobitno nije bio slučaj. U slučaju 
ECP-a izraženog na ovaj način stanje se ne mijenja bitno u odnosu na izmjerene 
koncentracije, s obzirom da su promjene u koncentracijama podudarajuće. Ovaj je nalaz u 
skladu s rezultatima drugih istraživanja u kojima je istovremeno mjeren albumin korelirao s 
ECP (167,219). 
Opažena veza s količinom albumina u IS upućuje da albumini ili neki drugi čimbenici 
možda prikrivaju otkrivanje ET-1 ili utječu na njegovu bržu razgradnju, te su u tom smislu 
odgovorni za nalaz puno nižih koncentracija nego što je bilo očekivano. Istraživanja su 
pokazala da je u iskašljaj astmatičara nađena povećana koncentracija neutrofilne elastaze i 
drugih proteaza (220) koje nepredvidivo razgrađuju ET-1. Poluvrijeme razgradnje ET-1 u 
trahealnom  sekretu je nepoznato i ovisi o koncentraciji proteaza (221). Moguće je da je u 
nekim slučajevima ET-1 u sekretu dišnih putova zbog razgradnje najniži upravo u bolesnika s 
najtežom upalom.  
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 ET-1 u IS izražen u odnosu na albumine pokazao se podjednako vrijedan u 
razlučivanju bolesnika i kontrolnih ispitanika kao i ECP. Iako je nalaz sniženog ET-1 u 
pogoršanju bolesti neočekivan, ET-1 izražen u odnosu na albumine pokazao se vrijedniji u 
razlučivanju stabilne i pogoršane bolesti od ostalih biokemijskih pokazatelja koji općenito u 
tom pogledu imaju malu vrijednost.  
Vodeći računa o sigurnosti bolesnika i etičnosti samog istraživanja, bolesnici su 
tijekom istraživanja liječeni ICS-ima. Primjena ICS budesonida prije upalnog podražaja u 
eksperimentalnih životinja poništila je učinak upalnog podražaja i ranije zapaženo višestruko 
povećanje ET-1 (222). Eksperimentalnim i kliničkim ispitivanjima ova zapažanja utjecaja ICS 
na sintezu i otpuštanje ET-1 djelomično su potvrđena i u ljudi.  S razvojem osjetljivijih i 
boljih metoda detekcije ET-1 u biopsijskim uzorcima bronhalnog epitela u astmatičara s 
blagom astmom potvrđeno je da bolesnici koji nisu koristili ICS imaju više ET-1, nego 
bolesnici koji koriste ICS, a količina ET-1 podudarala se s brojem eozinofila u epitelnom i 
subepitelnom dijelu stijenke dišnih putova (223). U supernatantu kulture epitelnih stanica 
astmatičara inkubiranih s hidrokortizonom nađena je bitno niža koncentracija ET-1 u odnosu 
na stanice koje nisu bile tretirane. Međutim, utjecaj na otpuštanja ET-1 iz stanica nije bio 
proporcionalan utjecaju na smanjivanje mRNA za sintezu preproendotelina u stanicama, već 
naprotiv, bitno veći postotak stanica tretiranih hidrokortizonom nego onih koje nisu bile 
tretirane bio je imunokemijski pozitivan. Posumnjalo se da je hidrokortizon možda produljio 
poluživot mRNA za preproendotelin i pobudilo sumnju da možda ovisno o koncentraciji i 
trajanju izlaganja postoji bifazični učinak na prekursore ET-1 i oslobađanje zrelog ET-1 
(168). U Springalovoj studiji imunokemijski pozitivne stanice na ET-1 nađene su i u 
bolesnika koji su liječeni ICS (170). O povišenim koncentracijama ET-1 u BAL-u bolesnika 
koji su liječeni s ICS izvještava Trakada (158). U istraživanju Redingtona i suradnika 
koncentracija ET-1 u BAL-u nije se razlikovala između bolesnika koji su liječeni i onih koji 
nisu liječeni s ICS. Taj odnos nije se promijenio niti kada je koncentracija ET-1 prikazana u 
odnosu na ukupne bjelančevine mjerene u istom uzorku BAL-a (177). Tijekom 
eksperimentalno izazivanog bronhospazma u lokaliziranom segmentu bronhalnog stabla u 
bolesnika koji nisu liječeni s ICS došlo je do neočekivanog sniženja koncentracija ET-1 u 
BAL-u što nije uočeno u bolesnika koji su liječeni s ICS (179). Chalmers i suradnici u IS nisu 
našli razliku u koncentraciji ET-1 između bolesnika koji su uzimali inhalacijske 
kortikosteroide i u onih koji su uzimali samo kratkodjelujuće β-2 agoniste, iako se ovaj nalaz 
objašnjava uzorkom bolesnika s različitom težinom bolesti (175).  
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Neki autori izvješćuju o smanjenoj  imunoreaktivnosti  ET-1 nakon provedene 
imunoterapije (224) i nakon liječenja montelukastom (225,226). Međutim, među našim 
ispitanicima nije bilo bolesnika koji su liječeni na ovaj način. 
Prema dobivenim rezultatima nije moguće utvrditi u kojoj su mjeri ICS utjecali na 
koncentraciju ET-1 u IS u uzorku naših bolesnika. Uzimajući u obzir izvještaje dosadašnjih 
bazičnih i kliničkih studija o nađenim koncentracijama ET-1 u bolesnika liječenih s ICS, 
učinak ovih lijekova je nepoznat jednako koliko je nepoznato u kojoj bi se mjeri u pojedinih 
bolesnika ET-1 stvarao u slučaju da nisu liječeni. U tom smislu bilo bi potrebno istražiti ET-1 
u bolesnika prije započinjanja liječenja s ICS te pratiti učinak liječenja na koncentracije ET-1. 
Ukoliko su protuupalni lijekovi u primijenjenim dozama bili nedostatni da spriječe pogoršanje 
simptoma i pogoršanje plućne funkcije u ispitivanih bolesnika ostaje pitanje jesu li i u kojoj 
mjeri utjecali na stvaranje i otpuštanje ET-1. 
U ispitivanjima o astmi u kojima je prisutan ET-1 u povećanim koncentracijama treba 
uzeti u obzir da sav ET-1 nužno ne potječe iz epitelnih stanica. Pokazalo se da sposobnost 
stvaranja i otpuštanja ET-1 imaju tkivni makrofagi te krvni monociti, kao njihovi prekursori 
(212,218,227). U kulturi tkivnih makrofaga dokazana je prisutnost mRNA za sintezu ET-1, te 
potvrđeno je da se ET-1 u alveolarnim makrofagima stvara i otpušta, a ne kako se prvobitno 
mislilo, da je preuzet u makrofage tijekom metabolizma u plućima (227). Drugi izvori ET-1 
razlog su povišene razine ET-1 u drugim bolestima i stanjima dišnog sustava u kojima nije 
nađena povećana ET-1 imunoreaktivnost u epitelnim stanicama. Alveolarni makrofagi 
bolesnika sa sistemskom sklerozom u kulturi nakon stimulacije otpuštali su bitno veće 
količine ET-1 od zdravih, iako se bazične koncentracije u supernatantu nisu razlikovale (218). 
U bolesnika s astmom zreli alveolarni makrofazi pokazali su izrazitiju imunoreaktivnost u 
odnosu na zdrave ispitanike, iako otpuštanje iz kulture, spontano, kao i nakon stimulacije s 
lipopolisaharidom, nije bilo veće u bolesnika nego u kontrolnih zdravih ispitanika (212).  
Postoji niz dokaza kojima se porast koncentracije ET-1 dovodi u svezu s infekcijom 
respiracijskog sustava mikroorganizmima. U bolesnika s pneumonijama nađena je povišena 
koncentracija ET-1 u krvi, a osobito uzrokovanih Mycoplasmom pneumoniae u bolesnika u 
kojih je bio prisutan wheezing. S obzirom da je u tih bolesnika koncentracija ET-1 bitno 
korelirala s IgE, nalaz povišenog ET-1 upućuje na njegovu moguću umiješanost u patogenezu 
akutnog wheezinga, odnosno pogoršanja astme povezane s infekcijom Mycoplasmom 
pneumoniae u atopičnih bolesnika (228). 
Povišene koncentracije ET-1 u perifernoj krvi i drugim tjelesnim tekućinama nađene 
su i u drugih bolesti u kojima infekcija ima bitnu ulogu. U bolesnika sa stabilnim 
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bronhiektazijama ET-1 je bio bitno povišen samo u serumu onih bolesnika u kojih je bio 
prisutan Pseudomonas aeruginosa, dok u iskašljaju nije bilo razlike u koncentraciji ET-1 s 
obzirom na prisutnost ove bakterije (210). Povišen nalaz u serumu u odnosu na iskašljaj 
upućuje da u ovom slučaju ET-1 djeluje više perivaskularno nego intrabronhalno i da moguće 
zajedno s drugim medijatorima ima ulogu u nakupljanju neutrofila i patogenezi bronhiektazija 
(210).  
U iskašljaju bolesnika s cističnom fibrozom nađena je izrazito, a u KOPB bolesnika 
umjereno povišena koncentracija ET-1. U obje bolesti povišenje je bilo bitno u odnosu na 
zdrave ispitanike. U obje bolesti među analiziranim stanicama u iskašljaju dominirali su 
neutrofili (211). 
Roland i suradnici u bolesnika s umjerenom i teškom KOPB tijekom pogoršanja 
bolesti nalaze bitno više koncentracije ET-1 u spontanom i induciranom iskašljaju. U 1/3 ovih 
bolesnika PCR analizom nazalnog aspirata dokazana je prisutnost rinovirusa i klamidije 
pneumonie. U ovih bolesnika, iako ne statistički bitno, ET-1 je bio viši nego u ostalih (176). 
Ne postoje dokazi da neutrofili mogu sintetizirati ET-1 de novo, ali mogu bigET-1 
konvertirati u ET-1 (229) te je moguće da u nekih bolesnika na taj način pridonose povećanju 
količine ET-1 u dišnim putovima.  
Etiologija pogoršanja u ispitanih je bolesnika bila nepoznata. Bolesnici kao i kontrolni 
ispitanici s kliničkim znacima respiracijskog infekta nisu uključeni u istraživanje. Iako nisu 
bili prisutni jasni znaci respiracijskog infekta, ipak postoji mogućnost da je u nekih bolesnika 
infekcije bila uzrok pogoršanju bolesti. Jednako tako, u ispitivanjima čiji rezultati govore o 
povišenom ET-1 u astmi nije istražena moguća veza s respiracijskom infekcijom. Stoga bi 
bilo korisno da su tijekom istraživanja učinjene mikrobiološke, virusološke i serološke analize 
kako bi se u bolesnika koji su imali izrazito povišene vrijednosti ET-1 ovaj porast možda 
mogao dovesti u vezu s postojanjem neke latentne klinički neprepoznate infekcije.  
Jedan od poznatih poticaja za stvaranje ET-1 u nastanaku plućne hipertenzije i plućnog 
srca je hipoksija (230). Bitno povišen ET-1 u arterijskoj krvi nađen je u hipoksemičnih KOPB 
bolesnika (231). ET-1 u hipoksemičnih KOPB bolesnika bio je bitno viši tijekom noćnih 
razdoblja desaturacije nego tijekom dana (232). U jednom eksperimentalnom istraživanju 
hipoksija je smanjila stvaranje ET-1 u primarnoj kulturi pneumocita tipa 2 (233). U 
ispitivanih bolesnika tijekom istraživanja niti u jednom trenutku nije registrirana hipoksemija 
niti klinički znaci koji bi pobudili sumnju na moguću hipoksemiju.  
Iako metodi induciranog iskašljaja neki istraživači daju prednost u odnosu na 
invazivne bronhoskopske metode (234), a mjerenja medijatora upale su dala vrijedne podatke, 
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postoje brojne nedoumice u pogledu utjecaja same metode na koncentraciju pojedinih 
medijatora. Istraživanja su pokazala da premedikacija salbutamolom i albuterolom (235,236) i 
inhalacija hipertonične otopine (237) nije imala utjecaja na koncentracije ECP u induciranom 
iskašljaju. U literaturi se ne nalaze podatci o istraživanju ovakvog utjecaja na koncentracije 
ET-1 u IS. Međutim, Acerman i suradnici ispitivali su i našli da se u biopsijskim uzorcima 
sluznice bronha asmptomatskih bolesnika s astmom endotelinska aktivnost nakon 8-dnevnog 
uzimanja salbutamola nije razlikovala u odnosu na stanje prije uzimanja salbutamola (173). 
Makker i suradnici našli su u BAL-u bolesnika s astmom nakon bronhoprovokacije niže 
koncentracije ET-1 u segmentima bronhalnog stabla koji su bili izloženi hipertoničnoj otopini 
nego u segmentima koji su bili izloženi izotoničnoj otopini. Sukladno nalazu niskog ET-1 
zaključili su da on nije odgovoran za bronhospazam tijekom inhalacije hipertonične otopine 
(238).  
Metodom indukcije iskašljaja, neminovna je barem minimalna kontaminacija i 
razrjeđenje iskašljaja slinom, usprkos svim pokušajima da se taj problem otkloni. Rezultati 
jednog istraživanja pokazali su da se koncentracija IL-8 nije promijenila bitno sve dok 
kontaminacija slinom nije bila 70 - 80%. Pokušaj korekcije s ukupnim bjelančevinama u 
slučaju nalaza eksperimentalno sniženog IL-8 razrjeđivanjem sa salivom nije promijenio 
rezultat (239). U slučaju ET-1 u IS, kontaminacija slinom dodatno otežava problem s obzirom 
da se pokazalo da je koncentracija u slini čak viša nego u iskašljaju (175). Inhaliranje 
hipertonične otopine moguće dovodi do razrjeđenja iskašljaja u nepoznatoj mjeri povlačenjem 
tekućine iz tkiva u lumen bronhalnog stabla i učinkom na permeabilnost kapilara. Nije 
poznato da li koncentracija inhalirajuće otopine ima učinak na pojedine medijatore. Također 
nije poznato da li snažniji nebulizatori osim povećane opasnosti od neželjenih događaja 
tijekom postupka indukcije mijenjaju stanični ili biokemijski sadržaj u IS.  
Pokazalo se da DTT mogućim učinkom denaturacije epitopa smanjuje mogućnost 
otkrivanja eotaxina (240). Chalmers i suradnici objavili su da DTT mijenja standardnu 
krivulju ET-1 (175). Rezultati ovga istraživanja ne razlikuju se od rezultata koji su objavili 
Chalmers i suradnici koji u obradi nisu koristili DTT. Osim što su istraživanja pokazala da 
DTT ne utječe na koncentraciju ECP u IS, može se općenito smatrati da je utjecaj DTT na 
ET-1, kao i na većinu drugih medijatora u IS nepoznat (241).  
Dodatak inhibitora proteaza pri obradi IS, u nekim ispitivanjima nije uspio spriječiti 
pojačanu razgradnju medijatora (240), najvjerojatnije zbog toga što se pojačana razgradnja 
događa još in vivo. 
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Istraživanja su pokazala da trajanje indukcije iskašljaja utječe na koncentraciju 
pojedinih medijatora (93). Iako se trajanje indukcije prekidalo u bolesnika samo u slučaju 
nužde, a statistički se nije bitno razlikovalo između ispitivanih skupina, za točniju procjenu 
izmjerenih medijatora u IS bilo bi idealno u svih ispitanika postići ujednačeno trajanje 
indukcije. 
 
6.3. Uspješnost i sigurnost metode indukcije iskašljaja u bolesnika s astmom 
 
Jedan od ciljeva ovog istraživanja bio je procijeniti uspješnost i sigurnost metode 
indukcije iskašljaja. Uspješnost postupka indukcije bila je bolja u bolesnika (89%) nego u 
kontrolnih ispitanika (67,7%). Sličan rezultat glede uspješnosti indukcije iskašljaja objavljen 
je i u drugim istraživanjima (95,242,243). Nađena je niska uspješnost indukcije iskašljaja u 
djece (60%) (244), a rezultati više studija pokazuju da se ta uspješnost u djece povećava s 
dobi, te da se u bolesnika smanjuje kao posljedica protuupalnog liječenja (245).    
Nađena razlika između bolesnika i kontrolnih ispitanika glede uspješnosti indukcije, 
podnošljivosti i trajanja postupka indukcije iskašljaja bila je očekivana. Inhaliranje 
hipertonične otopine imalo je učinak na subjektivne tegobe i plućnu funkciju u većine 
bolesnika usprkos liječenju s ICS i premedikaciji salbutamolom, ali samo u četvrtine bilo je 
razloga za prjekid postupka indukcije prije završetka predviđenog protokolom. U jednom 
istraživanju postupak indukcije iskašljaja morao je biti prekinut u 23% ispitanih bolesnika što 
se također slaže s nalazom u ovom istraživanju (108). Liječenje s ICS smatra se vrlo 
učinkovitim u smanjenju hipereaktivnosti bronha (246), a primjena salbutamola korisnom u 
prevenciji bronhospazma tijekom inhaliranja hipertonične otopine (247). U istraživanju u 
bolesnika s blagom i umjerenom astmom (248), nakon premedikacije salbutamolom i 
inhaliranja hipertonične otopine, zabilježeno je tek blago sniženje FEV1. Nakon uvođenja 
visokih doza ICS u bolesnika s blagom astmom, u manjeg broja bolesnika postignut je 
normalan bronhoprovokacijski odgovor na metakolin, a u svih ostalih poboljšanje je bilo 
djelomično (249).  
Podnošljivost i trajanje indukcije iskašljaja nisu se bitno razlikovali tijekom stabilne i 
tijekom pogoršane bolesti. Tijekom indukcije iskašljaja u bolesnika, kako u stabilnoj tako i 
pogoršanoj bolesti, dolazi do sniženja FEV1 koje je bitno u odnosu na nalaze nakon 
premedikacije salbutamolom, ali ne i u odnosu na osnovne vrijednosti. Bolesnici su bili čak 
nešto osjetljiviji na podražaj hipertoničnom otopinom tijekom stabilne bolesti, nego tijekom 
pogoršane bolesti. Latentna hiperreaktivnost koja se pokazala u ispitanih bolesnika tijekom 
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inhalacije hipertoničnom otopinom neizravno upućuje na nekontroliranu upalu dišnih putova 
u klinički stabilnoj bolesti (106,107). Tijekom pogoršane bolesti zabilježen je bolji 
bronhodilatacijski učinak salbutamola koji se dijelom i održao tijekom indukcije, te su stoga 
veću korist od premedikacije imali bolesnici tijekom pogoršane bolesti, nego tijekom stabilne. 
Indukcija iskašljaja smatra se sigurnom i u bolesnika s nekontroliranom astmom 
ukoliko se spriječi sniženje FEV1 za više od 20% (57). U studiji Wonga i suradnika na 
velikom uzorku astmatičara s težim oštećenjem plućne funkcije, 14% bolesnika imalo je 
sniženje FEV1 za više od 20%, a najveće sniženje FEV1 je bilo za 69% (250). Istraživanja 
navode da bolesnici s teškom nestabilnom astmom imaju jači odgovor na bronhoprovokaciju 
hipertoničnom otopinom nego bolesnici s teškom stabilnom astmom (192). Neka istraživanja 
pokazala su da je pogoršanje FEV1 bilo veće u bolesnika s lošijom osnovnom plućnom 
funkcijom i većim postotkom eozinofila u IS (251). U studiji in' tVeena i suradnika odgovor 
na hipertoničnu otopinu u bolesnika tijekom pogoršanja bolesti bio je jači ukoliko je 
pogoršanje nastupilo kao posljedica isključenja ICS, nego ukoliko je nastupilo spontano. 
Autori zaključuju da je neizravni bronhoprovokacijski podražaj vrlo dobar pokazatelj 
nestabilnosti bolesti (192). 
U ovom istraživanju, statistički bitno pogoršanje, u odnosu na osnovne nalaze, 
zabilježeno je samo za PEF u bolesnika tijekom stabilne bolesti. O nalazu najvećeg sniženja 
PEF-a među spirometrijskim pokazateljima tijekom indukcije iskašljaja izvještavaju i drugi 
(245). Izračunom ROC krivulje taj je pokazatelj manje točan i osjetljiv od FEV1. U 
standardnim preporukama za praćenje plućne funkcije tijekom indukcije iskašljaja, PEF se 
preporučuje samo ukoliko se ne može pratiti FEV1 (57). 
Nalaz održanog FEV1 nakon indukcije iskašljaj na razini osnovnih vrijednosti u 
bolesnih ispitanika posljedica je mjera opreza sprovođenih prema zadanom protokolu, a 
pogoršanje bi FEV1, u slučaju nastavka indukcije moglo biti mnogo teže. S obzirom da je i 
među bolesnicima bilo dosta razlika u podnošljivosti indukcije iskašljaja, može se zaključiti 
da je, usprkos kliničkoj stabilnosti, riječ o heterogenoj skupini bolesnika različitih stupnjeva 
kontrole, a moguće i različitih patofizioloških mehanizama pogoršanja bolesti.      
Može se zaključiti da se metoda induciranog iskašljaja u uzorku ispitanih bolesnika, uz 
strogo pridržavanje uputa, pokazala podjednako sigurnom i u bolesnika tijekom stabilne 
bolesti i u bolesnika tijekom pogoršane bolesti. Tako su tu metodu ocijenili i drugi istraživači 
(248).  
Treba napomenuti, a na temelju iskustva s bolesnicom koja je naglo razvila osobito 
teški bronhospazam te je isključena iz daljnjeg istraživanja, potreban je osobit oprez s brittle 
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astmom. Taj rijetki oblik astme, koji klinički može ostavljati utisak stabilne i dobro 
kontrolirane, ima visoku smrtnost te se klasificira kao teška astma. Osobito treba prepoznati 
tip 2 bolesnika s brittle astmom koji imaju vrlo blage simptome, te se u razdobljima stabilne 
bolesti prava narav njihove bolesti može previdjeti (252). U preporukama za 
bronhoprovokacijske testove upozorava se na oprez i izvještava o jednom smrtnom slučaju 
bolesnice s astmom uslijed bronhospazma koji je nastupio kao odgovor na standardiziranu 
provokaciju destiliranom vodom (usmena komunikacija Sterk-Fabbri) (57). Takve bolesnike u 
prvom redu treba prepoznati, a postupak indukcije iskašljaja ne bi trebalo izvoditi. Pogoršanje 
simptoma i plućne funkcije u ispitivanih bolesnika tijekom stabilne bolesti, a potaknuto 
inhalacijom hipertonične otopine, upućuje na stanje upale i indikativno je u procjeni 
osjetljivosti i na druge vanjske podražaje. 
 
6.4. Završna razmatranja 
 
Višestruko veće koncentracije ET-1 u IS nego u venskoj krvi zdravih osoba, te izrazito 
povišene vrijednosti ET-1 u IS u pojedinih astmatičnih bolesnika, ukazuju da ET-1 zasigurno 
ima bitnu fiziološku i patofiziološku ulogu u respiracijskom sustavu. Sva dosadašnja 
istraživanja pokazuju da je količina ET-1 u respiracijskom sustavu bolesnika s astmom 
neujednačena i ne pokazuje pravilnosti, te se stoga, za sada, ne može zaključivati o njegovoj 
točnoj ulozi u tim zbivanjima. S obzirom na veliku heterogenost zbivanja, u astmi postoji 
mogućnost da je određeni fenotip bolesnika karakteriziran visokom koncentracijom lokalno 
stvorenog ET-1 ili da u određenih bolesnika pojedine okolnosti dovode do toga. Dosadašnja 
su istraživanja u pravilu bila na malom uzorku bolesnika odabranih na temelju grubih 
kliničkih kriterija, te se na temelju ispitanih uzoraka ne bi moglo utvrditi koji bolesnici imaju 
tu sklonost.  
Iskašljaj je specifična tjelesna tekućina u kojoj se nužno događaju interakcije između 
njegovih pojedinih sastavnica, a današnjim metodama nije moguće točno odrediti njegovu 
količinu u bronhalnom stablu. Utjecaji na koncentraciju ET-1 u iskašljaju koji  se događaju u 
sklopu bolesti ili kao odgovor na intervencije tijekom postupka indukcije i obrade iskašljaja, 
također nisu sasvim poznati. Stoga je za svaku interpretaciju koncentracije određene tvari 
potreban oprez i prisiljeni smo se ograničiti na informaciju da je neka tvar prisutna u uzorku 
iskašljaja koji smo testirali i da je metoda valjana za dokazivanje prisutnosti te tvari.  
Istraživanja u kojima se mjeri koncentracija ET-1 u sekretu dišnih putova in vivo ne 
daju izravne informacije o staničnom  podrijetlu ET-1, a ni jasne kliničke dokaze o izravnoj 
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uzročnoj vezi povišene koncentracije ET-1 i stanja bolesti. Nalaz ET-1 ne pokazuje ni stalnost 
ni pravilnost pojavljivanja u astmi. Njegovo mjesto i uloga u patogenezi i patofiziologiji te 
okolnosti u kojima stvara, otpušta i djeluje samo se naslućuju. Iz rezultata ovog istraživanja, a 
također i rezultata drugih istraživanja uloge ET-1 u astmi, razvidno je da se za sada ne može 
sa sigurnošću povezati ET-1 s kliničkim zbivanjima. 
  Dosadašnja su malobrojna istraživanja pokazala da je ET-1 u međusobnoj vezi i/ili 
ravnoteži s drugim sudionicima upale. U budućim istraživanjima trebalo bi uključiti veći broj 
bolesnika i istražiti istovremeno više drugih medijatora, citokine i neurohumoralne čimbenike 
uključene u upalni proces, kako bi se ustanovile moguće povezanosti. Također bi trebalo 
istražiti utjecaj infekcije u bolesnika s astmom, osobito u pogoršanju bolesti, kako bi se 
ustanovio mogući utjecaj na nalaz viokog ET-1 u IS pojedinih bolesnika.  
Sve upućuje da pri interpretaciji nalaza izmjerenih medijatora treba uzeti u obzir 
složenost utjecaja in vivo i in vitro. Usprkos potvrdama eksperimentalnih istraživanja o 
brojnim biološkim osobinama ET-1 bitnih za patofiziologiju astme, do sada nije nađena 
izravna povezanost endotelinske aktivnosti i kliničkog stanja bolesti. Nepostojanost nalaza 
imunoreativnog ET-1 u stanjima astme u respiracijskom sustavu i nedostatak točne 








• Koncentracija ET-1 u IS i venskoj krvi nije se statistički bitno razlikovala između 
ispitivanih kontrolnih ispitanika i bolesnika, kako tijekom stabilne tako i tijekom 
pogoršane bolesti. Također nije nađena statistički bitna razlika u koncentraciji ET-1 u 
IS i venskoj krvi između stabilne i pogoršane bolesti. Kada je ET-1 u IS izražen u 
odnosu na ukupne bjelančevine (p= 0.036), a osobito kada je izražen u odnosu na 
albumine u IS (p= 0.009), nađena je bitno niža koncentracija u bolesnika tijekom 
pogoršanja bolesti nego u kontrolnih ispitanika. Za razliku od ET-1, u IS bolesnika 
nađena je tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti statistički bitno viša 
koncentracija ECP-a nego u kontrolnih ispitanika (p<0.001). Razlika je bila također 
statistički bitna između stabilne i pogoršane bolesti (p= 0.024). Koncentracija ECP-a u 
venskoj krvi statistički se bitno razlikovala samo u bolesnika između stabilne i 
pogoršane bolesti (p= 0,048), dok između kontrolnih ispitanika i bolesnika, tijekom 
stabilne i tijekom pogoršane bolesti nije nađena statistički bitna razlika.  
 
• Nije nađena statistički bitna povezanost između koncentracija u IS i koncentracija u 
venskoj krvi ni u jednoj ispitivanoj skupini ni za ET-1 niti za ECP. Međutim, kada je 
ET-1 u IS izražen u odnosu na albumine (ρ= 0.436, p= 0.030) i u odnosu na 
nealbuminske bjelančevine (ρ= 0.455, p= 0.033), zapaženo je da statistički bitno 
korelira s koncentracijom ET-1 u plazmi bolesnika tijekom stabilne bolesti, ali ne i u 
pogoršanju  bolesti. Nije  nađena statistički bitna povezanost između koncentracije 
ET-1 u IS i venskoj krvi sa spirometrijskim pokazateljima ni za jednu ispitivanu 
skupinu. Nasuprot  tome, ECP  u  IS korelirao je bitno s osnovnim FEV1 (ρ= -0.429, 
p= 0.041) i PEF (ρ=  -0.430, p= 0.041), ali samo u bolesnika tijekom pogoršanja 
bolesti. U slučaju kada su promatrane promjene nalaza tijekom stabilne i pogoršane 
bolesti, zapažena je statistički bitna povezanost promjene koncentracije ET-1 u 
venskoj krvi s promjenom osnovnog FEF50 (ρ= 0,479, p= 0,021) u smislu da su 
bolesnici koji su imali više vrijednosti koncentracije ET-1 tijekom pogoršanja bolesti, 
u isto vrijeme imali i manje pogoršan nalaz FEF50. Nije nađena bitna povezanost ET-1 
i ECP-a sa simptomima bolesti ni u stabilnoj ni u pogoršanoj bolesti. Samo u 
bolesnika tijekom stabilne bolesti nađena je bitna negativna korelacija ET-1 i ECP u 
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IS (ρ = -0.473, p= 0.026), te ET-1 i albumina u IS (ρ= -0.508, p= 0.016). Takva se 
povezanost ne opaža u pogoršanih bolesnika, a ni u kontrolnih ispitanika.  
 
• ET-1 u IS i venskoj krvi ima izrazito malu vrijednost u razlučivanju bolesnika i 
kontrolnih ispitanika, a isto tako i u razlučivanju bolesnika tijekom stabilne i tijekom 
pogoršane bolesti. Vrijednost je pokazao samo ET-1 u IS izražen u odnosu na 
albumine koji statistički bitno razlučuje kontrolne ispitanike i bolesnike tijekom 
stabilne bolesti (p= 0,005), a osobito bolesnike tijekom pogoršanja bolesti (p<0,001), 
kao i stabilnu i pogoršanu bolest ( p= 0,017). Za razliku od ET-1, ECP u IS ima visoku 
osjetljivost i specifičnost i statistički visoko bitno razlučuje kontrolne ispitanike i 
bolesnike, i tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti (p<0,001), međutim ima malu 
vrijednost u razlučivanju bolesnika tijekom stabilne i pogoršane bolesti. ECP u serumu 
pokazao se podjednako nevrijedan u razlučivanju kontrolnih ispitanika i bolesnika kao 
i u razlučivanju stabilne i pogoršane bolesti. Za razliku od biokemijskih pokazatelja 
spirometrijski pokazatelji u svim mjerenjima pokazali su se vrlo vrijednima u 
razlučivanju kontrolnih ispitanika i bolesnika, osobito tijekom pogoršanja bolesti. Pri 
tom je specifičnost u razlučivanju često 100%, dok je osjetljivost obično niža.  
Najveću osjetljivost u razlučivanju pokazao je osnovni FEV1 i FEV1 nakon indukcije 
iskašljaja (0,913) u skupini kontrolnih ispitanika i bolesnika tijekom pogoršanja 
bolesti. Vrijednost spirometrijskih pokazatelja u razlučivanju bolesnika tijekom 
stabilne i pogoršane bolesti pokazala se mnogo manjom i ograničenom samo na 
osnovni PEF i FEF50. 
  
• Metoda indukcije iskašljaja ocijenjena je sigurnom metodom u ispitanih bolesnika s 
astmom, kako tijekom stabilne tako i tijekom pogoršane bolesti. U bolesnika je s 
astmom uspješnost indukcije iskašljaja bila 89%, a u kontrolnih zdravih ispitanika 
67,7%. Nije nađena statistički bitna razlika u trajanju indukcije iskašljaja između 
stabilne i pogoršane bolesti (p= 0.586). Spirometrijski nalazi nakon indukcije 
iskašljaja očekivano su se statistički bitno razlikovali između kontrolnih ispitanika i 
bolesnika, i tijekom stabilne i tijekom pogoršane bolesti (p< 0,001). Nakon indukcije 
iskašljaja, razlika između stabilne i pogoršane bolesti nije bila statistički bitna ni za 
jedan spirometrijski pokazatelj: FEV1 (p= 0,115), PEF (p= 0,808) i FEF50 (p= 0,088). 
Spirometrijski nalazi nakon indukcije iskašljaja u bolesnika tijekom pogoršanja bolesti 
nisu se statistički bitno razlikovali od osnovnih za FEV1 (p= 0,622), PEF (p= 0,899) i 
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FEF50 (p= 0,160). Razlika u pogoršanju simptoma bolesnika tijekom indukcije 
iskašljaja  između  stabilne  i  pogoršane  bolesti  također  nije  bila statistički bitna 
(p= 0.261). Pogoršanje subjektivnih tegoba tijekom indukcije iskašljaja koreliralo je 
bitno s pogoršanjem svih triju poslijeindukcijskih spirometrijskih pokazatelja  kako 
tijekom  stabilne  bolesti za  FEV1 (ρ= -0.665, p= 0.001),  PEF (ρ= -0.772, p< 0.001),  
FEF50  (ρ= - 0.578, p= 0.004), tako i tijekom pogoršane bolesti za FEV1 (ρ=  -0.434, 






 Slijedeći eksperimentalne dokaze o pojačanom stvaranju i patofiziološkoj ulozi ET-1 u 
astmi, cilj je ovog rada bio istražiti koncentraciju ET-1 u induciranom iskašljaju (IS) i plazmi 
te procijeniti njegovu vrijednost u razlučivanju zdravih ispitanika i astmatičnih bolesnika te 
bolesnika tijekom stabilne i pogoršane bolesti. Također, cilj je bio procijeniti sigurnost 
upotrijebljene metode indukcije iskašljaja u astmatičnih bolesnika tijekom pogoršanja bolesti 
s obzirom na njezin poznati neizravni bronhoprovokacijski učinak. 
 
Ispitanici i metode 
 
 Istraživanje je provedeno u 26 bolesnika sa stabilnom astmom koji su u ispitivanom 
razdoblju imali pogoršanje – egzacerbaciju – bolesti i u 21 zdravog kontrolnog ispitanika. 
Najvažniji kriterij za isključivanje bolesnika iz istraživanja bio je izostanak pogoršanja bolesti 
u ispitivanom razdoblju, a za sve ispitanike neuspješnost indukcije iskašljaja. Sigurnost 
metode indukcije iskašljaja u bolesnika s astmom procijenjena je na temelju spirometrijskih 
nalaza i subjektivnih tegoba. U uzorcima IS i venske krvi imunokemijski je izmjerena 




 Izmjerene koncentracije ET-1 i ECP u IS bile su višestruko više nego u venskoj krvi. 
U IS i venskoj krvi nije se ET-1 statistički bitno razlikovao između zdravih ispitanika i 
bolesnika, a ni između stabilne i pogoršane bolesti. Nasuprot tome ECP u IS bitno se 
razlikovao između bolesnika i zdravih ispitanika (p<0.001), te između stabilne i pogoršane 
bolesti (p= 0.024). ECP u venskoj krvi statistički se bitno razlikovao samo između stabilne i 
pogoršane bolesti (p= 0,048). U bolesnika tijekom stabilne bolesti nađena je bitna negativna 
korelacija između ET-1 i ECP u IS (ρ = -0.473, p= 0.026), te između ET-1 i albumina u IS 
(ρ= -0.508, p= 0.016). Kada je ET-1 u IS izražen u odnosu na albumine u IS, nađena je 
neočekivano statistički bitno niža koncentracija u bolesnika tijekom pogoršanja bolesti nego u 
kontrolnih ispitanika (p= 0.009). ET-1 izražen u odnosu na albumine korelirao je bitno s 
koncentracijom ET-1 u venskoj krvi u bolesnika tijekom stabilne bolesti (ρ= 0.436, p= 0.030) 
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i s ECP-om u IS u svim ispitivanim skupinama. Nije nađena statistički bitna povezanost 
između koncentracije ET-1 u IS i venskoj krvi sa spirometrijskim pokazateljima ni za jednu 
ispitivanu skupinu. Nasuprot tome, ECP u IS korelirao je bitno s osnovnim FEV1 (ρ=  -0.429, 
p= 0.041) i PEF (ρ=  -0.430, p= 0.041) u bolesnika tijekom pogoršanja bolesti. Nije nađena 
bitna povezanost ET-1 i ECP-a sa simptomima bolesti ni u stabilnoj niti u pogoršanoj bolesti. 
 Metoda indukcije iskašljaja procijenjena je jednako sigurnom u pogoršanju bolesti kao 
i tijekom stabilne bolesti. Spirometrijski nalazi nakon postupka indukcije iskašljaja nisu se 
bitno razlikovali između stabilne i pogoršane bolesti za FEV1 (p= 0,115), PEF (p= 0,808) i 
FEF50 (p= 0,088). Također, nalazi nakon indukcije iskašljaja, tijekom stabilne bolesti nisu se 
bitno razlikovali od osnovnih nalaza za FEV1 (p= 0,105), i FEF50 (p= 0,580), a tijekom 
pogoršanja bolesti za FEV1 (p= 0,622), PEF (p= 0,899) i FEF50 (p= 0,160). Pogoršanje 
simptoma tijekom indukcije iskašljaja bitno je koreliralo s pogoršanjem plućne funkcije i to  
za sva tri pokazatelja, i tijekom stabilne bolesti: FEV1 (ρ= -0.665; p= 0.001), PEF (ρ= -0.772; 
p<0.001)  i  FEF50  (ρ= -0.578; p= 0.004)  i  tijekom  pogoršane  bolesti: FEV1   (ρ= -0.434:  




 Koncentracija ET-1 u IS i venskoj krvi nije se pokazala vrijednom metodom u 
razlučivanju ispitivanih astmatičnih bolesnika od kontroliranih ispitanika, kao i razlučivanju 
stanja stabilne i pogoršane bolesti. Nađena je velika varijabilnost nalaza u IS bolesnika koja 
ukazuje na složene i neujednačene promjene u pogledu stvaranja tog medijatora u astmi.  
 Neočekivano niska koncentracija ET-1 u IS bolesnika tijekom pogoršanja bolesti kao i 
bitna negativna povezanost s albuminima u IS upućuje na mogućnost da albumini ili 
pridruženi čimbenici u pogoršanju bolesti i/ili postupku indukcije iskašljaja utječu na niske 
izmjerene vrijednosti. Metoda indukcije iskašljaja, uz pridržavanje mjera sigurnosti, u 
bolesnika s astmom pokazala se jednako sigurnom tijekom pogoršanja kao i tijekom stabilne 






Following the experimental proofs of the increased formation and pathophysiological role of 
ET-1 in asthma, the aim of this study was to examine the concentration of ET-1 in the induced 
sputum (IS) and in plasma, and to evaluate its level in differentiation between healthy 
examinees and patients with asthma, as well as between the patients during stable and 
exacerbated disease. The other aim was to evaluate the security of the applied method of 
induced sputum in patients with asthma during exacerbation of a disease in regard of its 
known indirect bronchoprovocational effect. 
 
Examinees and methods: 
 
The study included 26 patients with stable asthma who had deterioration i.e. exacerbation of a 
disease during the study period and 21 healthy examinees. The most important criterion for 
excluding the examinees from the study was the absence of disease deterioration during the 
study period in patients and failure of sputum induction in healthy subjects. Reliability of 
sputum induction method in patients with asthma was evaluated according to spirometry 
findings and individual disorders during the procedure. Concentration of ET-1 and ECP were 
measured immunochemically in IS samples and venous blood. Concentration of total proteins 




Measured concentrations of ET-1 and ECP in IS were manifold higher than in venous blood. 
ET-1 in IS and venous blood were not significantly different between healthy examinees and 
patients, nor between stable and exacerbated disease. Conversely, ECP in IS was significantly 
different between patients and healthy examinees (p<0.001), and between stable and 
exacerbated disease (p=0.024). The level of ECP in venous blood was significantly different 
between stable and exacerbated disease (p=0.048). In patients with stable disease significant 
negative correlation between ET-1 and ECP in IS was found (r = - 0.473, p= 0.026), and 
between ET-1 and albumins in IS (r = - 0.508, p= 0.016). When ET-1 in IS is expressed 
compared to albumins in IS, unexpected statistically significant lower concentration was 
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found in patients during disease exacerbation than in the control group of examinees 
(p=0.009). ET-1 expressed in comparison to albumins correlated significantly with ET-1 
concentration in venous blood in patients during stable disease (r = 0.436, p = 0.030) and with 
ECP in IS in all groups of examinees. No statistically significant correlation between 
concentrations of ET-1 in IS and venous blood, and spirometric indicators has been found in 
any of the investigated groups. Conversely, ECP in IS correlated significantly with basic 
FEV1 (r = - 0.429, p = 0.041 and PEF (r= -0.430, p=0.041) in patients during exacerbation of 
a disease. No significant correlation of ET-1 and ECP and disease symptoms has been found 
in stable or in exacerbated disease. Method of induced sputum has been evaluated equally 
reliable in disease exacerbation and during stable disease. Spirometric findings after induced 
sputum  did  not  differ  significantly  between  stable  and  exacerbated  disease  for  FEV1 
(p= 0.115), PEF (p=0.808) and FEF 50 (p= 0.088). Findings after sputum induction during 
stable disease didn't differ significantly from basic findings for FEV1 (p=0.105) and FEF50 
(p=0.580), and during exacerbation for FEV1 (p=0.622), PEF (0.899) and FEF50 (p=0.160). 
Exacerbation of symptoms during sputum induction significantly correlated to deterioration of 
pulmonary function for all three indicators, both during stable disease: FEV1 (r=-0.665; 
p=0.001), PEF (r=-0.772; p<0.001) and FEF50 (r=-0.578; p=0.004) and during disease 





Concentration of ET-1 in IS and in venous blood has not been found a worthy method in 
distinguishing patients with asthma from control group of examinees, nor in distinguishing 
stable condition and exacerbated disease. A great variability of findings in IS patients 
suggesting complex and uneven changes concerning creation of this mediator in asthma has 
been found. Unexpectedly low concentration in  IS patients during disease exacerbation and 
significant negative correlation to albumins in IS, suggest the possibility that albumins or 
associated factors in disease deterioration and/or procedure of sputum induction influence low 
values. Method of sputum induction, considering security measures requirements, in patients 
with asthma was equally safe during disease deterioration and during stable disease.  
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12. POPIS PRILOGA 
 
 
1.  Originalni upitnik za procjenu kontrole astme (ACQ) 
2.  Sustav bodovanja dnevnih i noćnih simptoma  
3.  Prikaz metode indukcije iskašljaja 
4.  Prikaz obrade IS  














0  =   odsutnost simptoma tijekom dana 
 
1  =   simptomi u jednom kratkom razdoblju tijekom dana 
 
2  =   simptomi tijekom dva ili više kratkih razdoblja tijekom dana 
 
3  =   simptomi tijekom većeg dijela dana koji nisu utjecali na uobičajene  
         dnevne aktivnosti 
 
4  =   simptomi tijekom većeg dijela dana koji su utjecali na uobičajene  
         dnevne aktivnosti 
 
5  =   teški simtomi koji su onemogućavali uobičajene dnevne aktivnosti,  






0  =   odsutnost simptoma tijekom noći 
 
1  =   simptomi koji su bili razlog  jednom buđenju tijekom noći 
         ili rano ujutro 
 
2  =   simptomi koji su bili razlog buđenju dva ili više puta tijekom noći 
         ili rano ujutro 
 
3  =   simptomi koji su bili razlogom nespavanja tijekom cijele noći 
 
 101 







400 g salbutamolaμ  
Spirometrija
20 minuta nakon primjene 
bronhodilatatora
INHALIRANJE HIPERTONIČNE 
OTOPINE UPORABOM ULTRAZVUČNOG 
NEBULIZATORA
SPIROMETRIJA
4% NaCl (7 minuta)
SPIROMETRIJA




3% NaCl (7 minuta)
























A = Y - X
3. PRIPREMA 10% OTOPINE DTT
4. DODAVANJE 4x A VOLUMENA 10%
    OTOPINE DTT
5. VRTLOŽENJE 30 SEKUNDI
6. MIJEŠANJE 15 MINUTA
7. DODAVANJE 4x A VOLUMENA
    OTOPINE D-PBS
8. VRTLOŽENJE 15 SEKUNDI
9. MIJEŠANJE 5 MINUTA
10. FILTRIRANJE KROZ
      48 m NAJLONSKU
      MREŽICU 
μ
11. CENTRIFUGIRANJE
      1500 rmp 
      10 MINUTA
12. ASPIRACIJA
      SUPERNATANTA
13. POHRANA 3 UZORKA




















































  Ime i prezime:     Broj: 
 
 
  Datum:    
 
  Vrijeme indukcije:           Vrijeme obrade: 
 
 
  Plastična kušalica (x): mg               Kušalica + iskašljaj (y):           mg 
 
 
  Iskašljaj (A) = y-x :  mg  
 
 
   DTT (A x 4):               mg          DPBS (Ax4):  mg  
 
 
    Broj uzoraka supernatanta:  
 
 
  
 
 
 
